De 


INSTITUT PASTEUR 


’ 


. 


SCEAUX, — JMPRIMERIE E, CHARAIRE 


he phe : 
Cael Pewee t heges dy eats Te 


2 tae Mite 


t 


e  §«6ANNALES 6G 
DE INSTITUT PASTEUR 


c: 


(JOURNAL DE MICROBIOLOGIE) 


FONDEES SOUS LE PATRONAGE DE M. PASTEUR a 


ET PUBLIKES 
PAR 


Mee. Date A eX: 


MEMBRE DE L’INSTITUT 
_ PROFESSEUR A LA SORBONNE “ 
DIRECTEUR DE WINSTITUT PASTEUR ; 


Assisté d’un Comité de rédaction composé de 


MM. CHAMBERLAND, chef de service a |'Institut Pasteur; 
Dt GRANCHER, professeur a la Faculté de médecine; . 
METCHNIKOFF, chef de service 4 l'Institut Pasteur ; — 
NOCARD, professeur a l'Kcole vétérinaire d’Alfort ; “e 

Dr ROUX, sous-directeur de l'Institut Pasteur; 
D' VAILLARD, professeur au Val-de-Graice. 


a TOME ONZIEME 
ete ke 1897 


AVEC VINGT-DEUX PLANCHES 


PARIS 


MASSON ET C#, EDITEURS 
LIBRAIRES DE L’ACADEMIE DE MEDECINE . 
420, BOULEVARD SAINT-GERMAIN : 


ANNALES 


rs mee DE - 


| * LINSTITUT PASTEUR 


RECHERCHES PHYSIOLOGIQUES SUR UNE MOISISSURE NOUVELLE 
LEUROTIOPSIS GAYONI 


Par M. J. LABORDE 


e 
w 

x ‘ * de 
= * _Travail fait au Laboratoire de Microbiologie de M. Gayon, ie 
a la Faculté des Sciences de Bordeaux. 7% 
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— » L’étude des phénomenes d’ordre chimique et physiologique a 
produiis? par la vie des ¢tres microscopiques acquiert tous ies — "a 


jours une importance, plus considérable, depuis que Pasteura 
montré que la nutrition des infiniment petits est soumise aux rts 


- -mémes exigences et aux mémes Bi que celle des étres Sune Beco 
. ‘rieurs., iMag : 
Les phénomenes physico- briana: dont le protoplasma des _ 
cellules est le sitge nous sont encore peu connus, car nous ne . 


les observons guére qu’a l’extérieur de la cellule, dans le milieu 
. ambiant. Ilen est pourtant qui permettent de pénétrer aSSez 
avant dans le mécanisme de la nutrition intracellulaire. Ainsi, 
-_ par exemple, les actions des diastases. : 
© On connait un nombre important de ces transformations | 
_ diastasiques : mais le peu qu'on sait sur elles est épars dans la 
littérature scientifique et résulte de travaux faits avec des 
-organismes trés divers. 4 ‘ 
b. J’ai eu eceasipn de rencontrer une mucédinée qui présente a 
Se elle seule comme une sorte de synthése: soit comme 
aes agent producteur de diastase, soit. commme agent transforma- , 
Pass teur. de la matiére alimentaire, ‘elle jouit d’ praledes trés diverses. 


Same 
| : tae r 


Elle m’a paru, étudiée & ce point ae vue, Pievare thule un | type | 
intéressant. | i ese 
Elle a été rencontrée sur de’ empois @amidon abahhdenhé a. 
_lui-méme, oti sa présence se manifeste par ie es de couleur 
- rouge sang plus ou moins pourprée, pouvant étre considérées, — 
au premier aspect, comme produites par le micrococcus prodigiosus. — 
. Mais, A l’examen microscopique, on découvre un. umycélium — 
~ coloré en rouge, sillonnant en tous sens la masse de I’ empois, a 
- lui-méme coloré par le pigment séorété par ce mycélium, ACune ag 
age plus avancé, ces taches portent un tres léger feutrage 
aérien constitué par des organes de reproduction. On’ est fae : 
en présence d’une moisissure; je l’ai isolée, et j’al entrepris son 
stude au point de vue physiologique. sy | 
Elle a été envoyée 4M. Costantin qui a bien voulu en faired a 
étude botanique, et qui, dans la note qu'il a publiée ‘, a prope Be 
de lui donner le nom d’ Lurotiopsis Gayoni, genre nouveau 
d’Ascomycétes, espéce nouvelle, qui se développe en sie : 
sous sa forme parfaite, comportant des péritheces et des = — 
conidies. ’ : a 


PREMIERE PARTIE 
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Alimentation générale de la plante. i 3 
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I. — mmiEux DE CULTURE. 


L’Eurotiopsis Gayoni peut se développer sur la. plupart dies ae 
milieux naturels ot l'on voit apparaitre les moisissures 
vulgaires: penicillium, aspergillus, mucors, ‘ete. ; cependant il | 
est assez rare. Ses fonctions physiologiques le méttent, en effet, . 0 /e 
dans un état d’infériorité marquée dans la lutte pour l’existence. 
qui se produit toujours entre divers champignons tombantdans 
un méme milieu de. culture. On peut cependant le cultiver 
facilement. z ® he 
* Quand on a rernlare le sucre candi du liquide Raulin par le 5 
sucre interverti, et que ce liquide est réparti sur ‘le fond dun 
grand matras Duclaux fermé par un tampon d’ ouate peu serré, 


* 4, Eurotiopsis, nouveau genre ordi Nopmvenaree (Bulletin de la Soetete Ea il Ree 
de France. ) : 
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EKUROTIOPSIS GAYONI. 3 


sous une épaisseur de quelques millimetres seulement, on a, 
apres stérilisation, un milieu qui, maintenu ala température de 


28°, remplit les conditions physiques que ‘j’ai reconnues étre 


convenables 4 un développement vigoureux de I’ Eurotiopsis. 

_ Le sucre est épuisé completement en cing ou six jours, et le 
poids de récolte obtenu, dans ces conditions, avec 200 c. c. de 
liquide contenant 10 grammes de sucre interverti, est. constant 
et égal 23 gr. 5, d’ot un rendement de 35 0/0 du sucre 
consommé, soit en moyenne, 5,8 0/0 par jour, rendement qui 
est sensiblement plus élevé que celui qu’a obtenu M. Raulin 
dans leméme temps, pour!’ Aspergillus niger, dans les conditions 
qu il a indiquées', et qui est de 30,5 0/0, en calculant en sucre 
intervertile poids de saccharose utilisé. 

Par conséguent, le liquide Raulin permet d’obtenir, avec 
VEurotiopsis, une végétation suffisamment intense pour l'étude 
de son alimentation hydrocarbonée. Cependant on peut se 
demander si, en modifiant convenablement l’aliment azoté, on 
narriverait pas a élever davantage le rendement: c’est ce que 
nous allons examiner maintenant. 


Il. — arimenTation AZzoréE. 


L’azote peut étre mis a la disposition des’ moisissures sous 
la forme inorganique ou organique; dans le premier cas, on 
peut distinguer deux formes de combinaisons assimilables, 
l’az6te nitrique et l’azote ammoniacal; dans le second entrent un 
grand nombre de composés qui peuvent fournir de l’azote aux 
champignons, mais les . plus intéressants sont les matiéres 
albuminoides. 

Dans les expériences faites pour étudier la valeur nutritive 
des‘divers composés azotés minéraux ou organiques qui vont 
étre énumérés plus loin, les liquides de culture avaient la com- 
position générale suivante : 


FUL NS sa at el SU de 200 c. ¢. 
PML GRE SI MVORVEDUL Tees in Mae Ute creek canine ners wks 10sr, 00 
ENABLE, cig ee ele ata: eae eee Ae ae, ee ee Osr, 20 
ENGICORUCMUDIG UGran tf 66) fe anlerde gt, «Ae «kal tous Ogr, 50 


1. Etudes chimiques sur la végétation. Recherches sur le développement d’une 
mucédinée dans un milieu artificiel. (Annales des Sciences naturelles, 1869.) 
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. Sulfate de fer et sulfate de ZAC... Sea acon 
Silicate de potasge.......0..2.. eit, ce ean toe 


¥ 
Les conditions physiques de culture ont été indiquées ci-des- 


“sus pour la culture sur liquide Raulin en sucre interverti, faite 


en méme temps et servant de témoin. : Fa z 
Le tableau suivant indique : 1° la durée de la culture ; 2° le 
poids de la récolte séchée a 100°; 3° le rendement moyen par 


jour; 4° Vacidité, au moment de la récolte, du liquide de cul- 
ture ramené A son volume primitif de 200 c.c. avec les eaux 
de lavage de la moisissure. : 
a 
" ~ DUREE POIDS REN- | ACIDITE 
MATIERES AZOTEES . p Rk des DEMENT liquide 
. en jours.| récoltes. |par jour.}/par litre. 
ST 
‘ gr. ail A gr. 
Peel CUNO). tt Aaya: eee cteere Roe Soiirdy 6 5.50 5.8 2.40 
B | Nitrate d’ammoniaque............. 6 3.56 5.9 1.88 
2 \ Nitrate de soude ou de potasse.... 44 3.40 Sell 0.37 
@= | Tartrate @ammoniaque.........-. 10 3.40 3.4 4.35 
a2 | Phosphate $e ee 42 3.02 255 7.40 
2 | Sulfate ce, eins WIT 42 2.80 Qu 5.25 
“+\ Chlothydrafe © 92.” im. 4 oeene r 16 2.70 1a7 4.12 | 
Pau de levures.. Tyee ya. 8 3.90 4.9 | 2.88 
a Asparagine ........- . een ee ee nt 8 3,60 4.5 0.84 
Oe MCASCIN Okt: Simm Sa. ae ee ee cree 9 3.95 4A 2550) 
By WGluteni cst cee eam me 9} 3.76 | 4.9. |w2.47 
Shite) UK RS. Sea: Skcrigohos aaoedoe Coa or 9 3.64 49: \™ 0445 
S) Gelatinlen yi’ 7. ait eee ieee se GS) 3.60 4.0 2.62 
2 Fibrine ....-.. 10s eee epee eee et 10 3.60 3.6 2.40 
St gPeptone: Sik... to vires mes of ceeraint 42 38.70 3.4 2.40 
< AlbumimesdierSan Gun.) eee sees 14 3.60 2.6 2.62 
Albumine de ’wut................ 14 3.00 24 2,85 


Les chiffres de la quatriéme colonne du tableau établissent . 


entre les divers aliments azotés des différences bien plus impor- 
tantes que ceux de la 3°: ils montrent que la plante préfere de 
beaucoup le nitrate d’ammoniaque & toute autre forme de combi- 


naison de l’azote. Il est difficile de savoir si l’azote nitrique con- 


vient mieux que l’azote ammoniacal d’aprés les résultats ob- 
tenus avec les nitrates de potasse ou de soude et Je tartrate 
d’ammoniaque. Pour les autres sels ammoniacaux, l’infériorité 


du rendement s’explique par les variations survenues dans. Va- 


cidité du liquide de culture. _ : 


y & 
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Cette acidité était, au moment de lensemencement, de 2 gr. 6 par 

litre environ (exprimée en acide tartrique) pour tous les liquides, sauf pour 

le témoin et le liquide au phosphate d’ammoniaque, pour lesquels l’acidilé 
correspondait a 3 gr. 0 et 5 gr. 2 d’acide tartrique, dosée avec la phénol- 
phtaléine comme indicateur. 

Avec ces données, si on examine les chiffres de la cinquiéme colonne du 

tableau, on voit Que Vacidité a augmenté considérablement avec les sels” 
ammoniacaux, tandis qu’elle a diminué, plus ou moins, avec les ni- 
trates. Il est évident que, pour assimiler l’ammoniaque, la plante a décom- 
posé le sel et mis l’acide en liberté; et, suivant la nature et la quantité de 
cet acide, la végétation était plus ou moins entravée. ’ 

Cest pour cette raison qu’on a été conduit 4 réduire a 0,05 0/0 la 
quantité d’azote mise a la disposition de la plante, de facon a éviter une 
trop forte proportion d’acide mis enliberté. Avec la dose de 0,4 0/0, en effet, 

ona vu l’acidité s’élever a plus de 6 grammes ae litre pour le sulfate et — 

_ lechlorhydrate, tandis que le poids de plante produite était plus faible 

(2 gr. 5 au lieu de 2,8), bien que la quantité d’azote assimilé fat plus grande. 
Il restait encore une forte proportion de sucre non utilisé, méme aprés un 
contact prolongé du liquide avecla moisissure. 

Avec le phosphate d’ammoniaque, a la dose de0,1 0/0 d’azote, le dévelop- 
pement devenait presque impossible, car l’acidité initiale, due ace sel, 
était voisine de celle qui arréte le développement de la plante lorsqu’elle le 

— décompose. ; 

L’augmentation de Vacidité se produit tres rapidement au commence- 
ment de la végétation ; c’est donc a ce moment que Jassimilation de 
Vazote parait étre maximum, et l’on peut remarquer, d’aprés les résultats 
obtenus avec les sels ammoniacaux, que la quantité d’azote nécessaire pour 
faire développer un certain poids de plante n’est pas toujours la méme. 

Si 6n laisse vieillir la plante dans le milieu qui lui a donné naissance, 
la réaction acide de ce milieu peut devenir alcaline, et, avec les nitrates a 
bases fixes, le liquide contient une quantité de carbonates alcalins assez 
grande pour donner une ptr res con pe manifeste avec les acides. 


Pour l’azote organique, certains chiffres de la 3° colonne sont 
assez supérieurs a celui du témoin; ils devraient subir tous 

une petite correction qui éliminerait l’influence de la matitre 
azolée utilisée comme source de carbone. Mais pratiquement 

il est impossible de connattre ce terme de correction (le poids 

de plante obtenu sur un milieu constitué par les éléments miné- 
_-raux et la matiére azotée seule étant nul ou ne dépassant pas 
les erreurs ’expérience), sauf pour eau de levure qui con- 
tient des matiéres hydrocarbonées avec les matiéres azotées; 
aussi cette correction a-t-elle été faite dans ce cas seulement. 
Le rendement est plus élevé pour l’eau de levure que pour 


= eer 


toutes les autres sources a azote oreaugues peut- -étre parce que 
azote qu’elle contient, ayant déja fait partie d’un protoplasma 
deconstitution chimique analogue, est encore tres apte a con- 
_stituer celui de la plante. 


La résistance a l’assimilation augmente nteneDs et régu- 


_ litrement, depuis la caséine qui convient le mieux, *jusqu’aux albu- 


mines de l’ceuf et du sang qui sent particulitrement difficiles a 


consommer par la moisissure ; elle n’établit pas de différences 


bien importantes entre certaines matiéres albuminoides et l’as- 


paragine ou Vurée qui se rapprochent plutét des sels ammonia-— 
caux par leur composition chimique. La faiblesse du rendement 
obtenu avec la peptonerest assez remarquable; il semble en effet 
que la peptone aurait di fournir l'azote plus rapidement que la 
fibrine. e! 

En somme, |’expérience qui précede montre que l’Eurotiopsis 
peut emprunter l’azote a un assez grand nombre de sources mi- 
nérales et organiques, en donnant un rendement final au moins 
égal a celui que l’on obtient avec l’Aspergillus niger vivant sur 
son milieu typeydans les conditions indiquées par M. Raulin. 
Mais sion calcule le rendement moyen par jour de culture, on 
trouve que, de toutes ces sources azotées de la plante, le nilrate 
d’ammoniaque est celle qui donne le chiffre le plus élevé. | : 


fe > 
IIL. — ALIMENTATION HYDROCARBONEE. 


Dans l'étude de l’alimentation hydrocarbonée del’ Eurotiopsis, 
on constitue, avec chaque aliment, un milieu de culture dont 
on connait déja la composition minérale et azotée, et qui pré- 
sente, en général, les conditions physiques suivantes : 

On aura 800 c. c. de liquide formant une couche de 2 centi- 
métres environ sur le fond d'un grand matras Duclaux, main- 


tenu a l’étuve 4 30 ou 32°, le col du matras étant fermé par un 


bouchon portant un tube a entonnoir garni d’ouate, et un 
siphon permettant de faire des prises de liquide, ou bien de 
renouveler l'atmosphere intérieure par aspiration a l’aide de la 


trompe a eau. Les milieux de culture seront toujours stérilisés — 


avant d’étre ensemencés, et renfermeront en général une propor- 
tion de 5 0/0 de Valiment hydrocarboné. 


a 


Amidon. — Avec cette proportion d’amidon, on obtient un 


--- empois. presque solide donnant naissance, aprés ensemen- 
Be 3 cement, a une sorte de pellicule lisse semblable & une mem- 
i oy ~ brane de parchemin qu’on aurait placée sur l’empois. La liqué- 
: faction et la combustion de |’ empois sont peu actives, car il faut 

pec og plus d’un mois ‘pour faire disparaitre & peu Bie complitement 

‘d ~ Vamidon. 

Cette forme du développement de la plante est assez anor- 
male ; elle indique un certain état de géne que l’on peut faire 

_ disparaitre en diminuant de moitié l’acidité du milieu de culture. 

_La végétation est alors beaucoup plus vigoureuse: elle comporte 
des tubes aériens formant un feutrage de plus en plus épais. 

ry empois est liquéfié et brilé plus rapidement, mais, dans les 

- deux cas, on ne constate la présence dans le liquide que de trés 

~ petites quantilés de sucre réducteur et de dextrine, 0,2 a 0,3 0/0 

- au maximum. Le pouvoir comburant est done voisin du pouvoir 

__ saccharifiant. La saccharification est due & une action diasta- 
__. sique, manifestable en dehors de la vie de la plante, avec son 
_ liquide de culture et son liquide cellulaire, dans les conditions 


* -suivantes : * a 


4 
1o-AT8.c. ce. de liquide de culture, ona ajouté 25. c. d’empois d’amidon 


4100/0 et 1c. c. d'une solution alcoolique de thymol au 1/10. 
-» 20 A 10 gr. de la moisissure fraiche (correspondant a 2 gr. environ de 
“matiere: séche) triturés finement dans un mortier avec da’sable, on a ajouté 
. 100 c. ¢. d@empois d’amidon a 40/0 et 1 c. c. de thymol. 
Deux mélanges identiques ont été chauffés a 100° pour servir de 
temoins; le tout a été mis ensuite a l’étuve a 50° pendant 36 heures. 


¥ 


* 


o ae se des liquides a donné ensuite les résultats suivants: 


¥ Rotation Glucose. Dextvine. Rotation — 
observée, 0/0 0/ calculée. 


: € diy. sacch. gr. ears div. sacch. 
4o Liquide de culture... + 15 1, Sef dQ? * 
20 Liquide cellulaire. ... + 20.5 (30m 0). + 21.0 


— L’action diastasique, “tres Gnergique dans ces deux cas, 

ne s’élait pas produite dans les témoins. Les résultats de l’ana- 
_ -lyse ont été calculés dans ’hypothése d’un mélange de glucose 
et de dextrine comme produits de la réaction, hypothése qui est 
: ame par la concordance entre la rotation calculée et la rota- 
tion observée. 


v 


t 


peat se ibe Care Bit oe a 
” ; ‘ 
j of R ~ a as y 
8 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR. . 
* 


M. Duclaux a montré que l’Aspergillus niger, arrivé & matu- 
rité, peut utiliser Pamidon cru comme aliment; il Je transforme 
d’abord en glucose qui est ensuite brailé avec formation intéri- 
maire d’acide oxalique, absolument comme Vamidon gélatineux. 
L’Eurotiopsis jouit de la méme propriété, sauf la production 
d’acide oxalique que l’on ne retrouve dans aucun cas. Il est 
difficile de savoir s’il peut utiliser ’'amidon cru au moment de 
la germination des spores, 4 cause de la difficulté de stériliser 
Je milieu en conservant intact le grain d’amidon. 

Dextrine. — Avec la dextrine, on a un milieu de culture 
liquide dans lequel on peut suivre avec facilité les transfor- 


mations de la matitre hydrocarbonée pendant qu’elle est 


consommée par la plante. La végétation est trés prospere : 
la couche de moisissure qui se forme est plus ou moins teintée 
de jaune orangé, ondulée, avec un aspect cotonneux qui tient 
aun feutrage épais d’organes de reproduction. 

Lianaly de des prises successives faites dans le liquide de 
culture a donné les chiffres suivants : 


Rotation Glucose. Dextrine. Rotation 


observée. 0/0 0/0 calculée. 

div. sac¢h. er, er, div. sacch. 
Liquide priniitif........ + 105 traces. 5.30 106.0 
ACT ROSSA G pacman a tonet + 64 ASA 3.00 66.2 
PAS ie eee eke Bris BI + 38 2.90 AR alzp 37.4 
De ent en Aas Aner r, vals + 414 1.30 0.40 14.3 


La provision de glucose formé est ici bien plus importante 
qu’avec l’empois d’amidon, et elle est’ évidemment le produit 
d’une action diastasique, qui s’exerce aussi bien sur l’empois 
d’amidon que sur la dextrine dans les conditions indiquées 
ci-dessus; le sucre formé est toujours du glucose. ‘ 

Maltose. — On admet généralement que le maltose n’est 
assimilé par une cellule vivante qu’a la condition d’étre préala- 
blement transformé en glucose a l’aide d’une diastase produite 
par cette cellule. 

Des expériences nombreuses ont été faites avec les liquides 
de ]’organisme; certains d’entre eux ontla propriété de dédoubler 
le maltose en glucose, propriété indiquée d’une facon tres nette 


a Stipe t ee wie: 
ge 2), ms * 


ie. pour Je sang et pour lurine aor M. Dua La méme propriété, 
___—- reconnueauxcellules del’ Aspergillus niger et du Penicillium glaucum 
par M. Bourquelot * ; parait appartenir aussi a lalevure de biére, 


_ d’aprés les expériences de ce savant et celles PRs récentes de 
_©M. Fischer °. 


suit la disparition du sucre dans le liquide de culture, on trouve’ 
que le maltose est constamment seul depuis le commencement 
jusque vers la fin de sa consommation. A ce moment, Panalyse 
parait indiquer qu'une petite proportion de glucose est tilangée 
au maltose. Ce résultat étant insuffisant pour démontrer que le 
maltose est dédoublé en glucose avant d’étre assimilé par la 
plante, on a fait l’expérience suivante : ba 
) e 

On a pris deux cultures paralléles sur maltose, et on les a arrétées la 1re 
lorsqu ‘il restait encore le 1/3 de Ja proportion initiale du sucre, la 2¢ aprés 
_. sa disparition compléte. On a cherché ensuite pour toutes les deux, toutes 
© choses égales d’ailleurs, suivant la méthode employee précédemment, quelle 
était l’importance de l’action diastasique sur le maltose que pouvaient pro- 
-duire le liquide de culture et le liquide cellulaire de la plante. * 


Ona obtenu les résultats suivants : 


: ‘ Maltose dédoublé 0/0 
| Liquide de culture........ 0.44 
* P ! 
ie allure. dest | Liquide cellulaire.......... 1.34 
a iguidexde culturems.eneer 4.22 
= > 1) . 
a Bee alt icuide.celilairee pte 1.36 


* 


ee -liquides, tandis qu'il a été tres important dans tous les autres. Il 
existe donc dans les cellules de Ja plante, depuis le début du dé- 
Bsonement jusqu ’a la fin, une diastase qui dédouble le maltose 
Pe .en glucose, et qui, dans les conditions de culture que l’on connait, 
mic, pe se Aridse en quantité sensible dans le liquide nutrilif que 

lorsque l’aliment hydrocarboné commence a faire défaut. Ce fait 
est tout a fait analogue a celui qui a été mis en lumiére par 


. 
. 
id 


4. Recherches sur l’amylase de urine. (Thése pour le doctorat és sciences, 
- Paris, 1889.) 

2. Remarques sur les ferments solubles sécrétés par l’Aspergillus niger et le 
| Penicillium glaucum. (Société de biologie 1893.) 

3. Einfluss des Configurations auf die Wirkung der Enzyme. (Berd. d. cheme 
Gesellschaft, XXVIL, 1894.) 
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Quand on alimente l’Euwrotiopsis avec du maltose, et qu’on 


Le dédoublement a été presque nul dans le premier de ces” 


e 
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M. Fernbach* pour l’Aspergillus oe vivant sur le saccharose. 
La diffusion diastasique, qui n’a lieu qu’& partir, d'un age 
assez avancé de la plante, parait étre un phénomeéne de désassi- 
milation sur lequel nous reviendrons plus tard, et qui est influencé 
probablement par plusieurs causes, pour l’Ewrotiopsis comme + 
pour l Aspergillus niger. 
Gest peut-étre a l’une de ces causes qu'il faut rapporter les 
résultats de l’expérience suivante, ot nous allons voir qu’on peut 
constater, d’une facon trés nette, le dédoublement du maltose dans 
le liquide de culture de |’Eurotiopsis. 


On a fait pousser Ja moisissure sur un liquide de culture renfermant un 
mélange de maltose et de glucose en proportions a peu prés égales, contenu 
dans un matras plus petit que d’hahitude, ou l’éfaisseur de la couche de 
liquide était plus que doubléec, et dans iequdl on faisait arriver l’air en quan- 
tité plus ménagée que précédemment; la température étant celle du labora- 
toire, de 29 a 250, # 


a 


Dans ces nouvelles conditions, la plante a mis deux fois plus ~ 
de temps pour faire disparaitre le sucre, et les prises ‘succes- 
sives faites dans le liquide ont donné les résultats suivants : 


Maltose 0/0 Glucose 0/0 


, er. gr. 
Liquide priniitityye os a. 3.86 SpA oe 
PEA INT erSh sea ReMi eterna et hr heh pt nen Ee tc 246 3.50 

Ze A SSETN ees clus | Mei ak cane Yoel 4.57 3.94 

OPN OSS GLI Me aPR SS BON ies na ae 0.10 2.24 


Le maltose semble done disparaitre plus vite que le glucose, 
et la quantité de ce dernier sucre qui existe dans le liquide a un 
moment donné, est supérieure a la quantité initiale introduite ; 
cela ne peut se produire que sile maltose est transformé en glu- 
cose. 

Avec le maltose seul, dans les mémes conditions physiques; 
les résultats sont bien moins nets. Cultivée dans les conditions 
ordinaires sur le mélange de maltose et de glucose, la plante fait 
disparaitre les deux sucres parallélement, ou bien le glucose est 
consommé plus vite, et le maltose disparait ensuite comme sil 
avait été seul. 


we 


1. Recherches sur la sucrase. (Zhése pour le doctorat és sciences. Paris 1890.) 
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En somme tous les résultats qui précédent permettent de 


confirmer opinion généralement admise, que le maltose 
mest pas directement assimilable par un étre vivant. 


Sucre interverti.— Le sucre interverti est en général un aliment 
de prédilection pour les moisissures, et nous avons déja vu qu'il 
convient & l’Burotiopsis. Cependant, les conditions physiques de 
la culture étant les mémes que pour les aliments employés ci- 
dessus, la végétation n’est jamais bien prospere. Maleré une aéra- 
tion énergique, le sucre disparait beaucoup plus par fermentation 


_ que par combustion complete, comme le montrent les résultats ci- 


_dessous : = 
DATES Sucre réduct. Alcool en vol. Sucre fermenté. Suere brdlé, 
. 0/0 0/0 0/0 0/0 
eo ise! GxG: er. or. 
22 mai... 4.80 0.0 0.00 0.00 
SOM tree ee TS 0.8 4.28 0.74 
4 juin... traces., 2.0 3.20 | east} 
46 —... 0.00 1.0 » D) 


Le sucre disparu par combustion complete n’est donc que le 


1/3 du sucre total consommé; l’alcool produit disparait ‘A son 


tour lorsque le sucre fait défaut. 

Ici le rendement n’est environ que le 1/3 du chiffre 35 0/0, 
obtenu dans les cultures ow le liquide était étalé sous une épais- 
seur de quelques millimetres et maintenu a la lempérature de 
28° au maximum. Plus on s’écarte de ces conditions physiques, 
en augmentant l’épaisseur du liquide et principalement la tem- 
 pérature, plus la plante tend & substituer la fermentation a la 
combustion complete du sucre, qui finil par devenir le phénoméne 
accessoire, surtout sil’aération est insuffisante. 

Ala température de 25° environ, méme avec une conche un 


7 peu épaisse de liquide, l’Ewrotiopsis a peu de tendance & a la fer- 
mentation, car le sucre peut disparaitre rapidement sans que la 


quantité d’aleool. produit dépasse 6,2 0/0' Dans ces nouyelles 
conditions, ot le phénoméne d’assimilation de l’aliment est 
_ simple, on peut chercher a savoir de quelle maniére est attaqué 
le mélange de glucose et de lévulose constituant le sucre inter- 


verti. Dans une expérience ou l’on a doublé Ja proportion ordi- 
) naire de sucre pour mieux suivre l’action, les prises faites dans 
le liquide ont fourni les chiffres suivants : 


nie * . f Pax ea : ’ es 


 EUROTIOPSIS ¢ GAYONT. ae rie 


42 ANNALES DE L’'INSTITUT PASTEUR: =e 

i Rotation Sucre réduct. Glucose. Lévulose. 

DATES observée. 0/0 0/0 0/0 

diy. sacch. gr. gr. oy 

16 Juillet. Liquide primitif. 19.0 10.00 4.96 5.04 

ORS Fe aie ASSEN 6 hg oat 16.0 TAD DB 3.78 

DO pr > eQe Create IM 44.5 4,35 4.70 2.65 

Oe Be si 13.5 "2.60 0.65 4.95 

heh a iecettwer mee en mee ER Ve AA) 4.40 0.07 4.33 


On voit que le glucose disparait plus vite que le Jévulose ; 
l’Eurotiopsis est donc capable d’exercer une combustion élective 
du sucre interverti. Cette préférence pour le glucose est assez 
constante lorsqu’il y a combustion compléte, mais nous verrons 
qu’elle peut devenir nulle ou changer de signe lorsque le sucre 
fermente en méme temps. 


Glucose. — Le glucose seul a un peu moins de tendance a 
subir la fermentation alcoolique que le sucre interverti. 
Lévulose.. —- Avec le lévulose, la végétation est tres vigou- 


reuse ; il disparait par combustion complete et aussi rapidement 
que le sucre interverti; il n’y a que trés peu d’alcool produit 
méme dans le cas d’un manque relatif d’oxygeéne. 

Sil’on compare l’action, sur la végétation de l’Eurotiopsis, du 
glucose et dulévulose prisisolément, il semble que, lorsqu’ils sont 
mielanses dans le sucre interverti, la végéltation doive bénéficier 
de Vinfluence du lévulose ; il n’en est rien, comme onl’a vu; ce 
mélange hétérogene exerce sur le développement de la plante 
une action propre. 

Saccharose. — Quand on stérilise le liquide Raulin par I’ ébul- 
lition, on n’a plus alors du sucre cristallisable seul en solution, 
puisqu’il est interverti en partie par l’acide tartrique libre. Avec 
un liquide contenant 1 gr. 6 de sucre réducteur et 3 gr. 23 de 
sucre cristallisable pour 100c. c., la végétation s’est produite tout 
d’abord dans des conditions normales. Des ilots assez vigoureux 
se sont formés en surface, avec tendance ala couvrir entitrement 
de mycélium. Pendant ce temps, le sucre réducteur diminuait et 
disparaissait; la quantité initiale de sucre cristallisable diminuait 
aussi, mais en quantité de plus en plus faible pendant un temps 
donné. La vie de la plante semblait donc s’arréter; et, en effet, la 
végétation restait 4 peu prés stationnaire. 

La cause qui produisait V’interversion et facilitait l’assi- 
milation par la moisissure diminuait donc de plus en plus; elle 
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Ut 


- . wétait autre que. Pacidité du liquide, qui devient de plus en plus 
7 faible pendant que la plante vieillit dans le milieu ow elle est née. 
Sion prend un liquide Raulin qui ne contient que la moilié de 
la quantité normale d’acide tartrique, il arrive un moment ov 


a tinue pas moins a disparattre wae lentement ; parsons So 


_ dité du protoplasma. En effet, bien que le tinge te A tace soit 


___ principalement de l’acide succinique. 


- Les expériences précédentes permettent de croire & une 


absence presque compléte de production de sucrase par |’ Euro- 
aa tlopsis, mais ne démontre pas ce fait d’une maniére complete ; 
4 les suivantes permettent de mieux l’affirmer. 
* Si dans de l’eau de levure neutre on introduit du saccha- 
ag rose, on a un liquide qui peut étre stérilisé et conservé long- ~ 
temps a l’étuve sans que l’interversion du sucre soit sensible. 
__ * Le développement du champignon semé dans ce liquide n’a pas 
dépassé celui qu’il a atteint dans l’eau de levure seule. Au bout 
_ de plusieurs mois qu’a duré l’expérience, on n’a obtenu qu’un 
peu de mycélium immergé; le sucre est resté un corps inerte 
pour la plante qui n’a pu, comme dans les expériences précé- 
dentes, se procurer d’abord les moyens de l’intervertir en dehors 
____ d’une production de sucrase. Au bout de cette période de temps, 
assez longue pour rendre l’expérience concluante, on a ajouté 
e au liquide une solution de sucrase d’ Aspergillus niger stérilisée a 
= froid. Immédiatement apres, la végétation a pris un développe- 
-. ment normal et tout le sucre a disparu par combustion et fer- 
mentation, aprés interversion par la diastase étrangere. Ona 
_ fait une expérience analogue et on a obtenu des résultats iden- 


< 5 . : . 5 : 
-___ tiques avec un liquide artificiel contenant par litre : 
co a 
a Sucre crintallisabler. sir aaed, axel eae 50st 
_ 7 INIA GleyrevnOy NEV, Aes ands uemoareobub es oneor 2 
od Ehosp batevdelpOlasses wat sox sido Noo ee 4 
ee SMifaterd ena cn eSlOr ws atyccike ef to tisaleMus oyate se ousts Ons 
* 
Il fallait tenir compte, dans la composition de ce dernier 
liquide, d’un fait déja signalé et qui aurait pu induire en erreur. 


_cette acidité devient nulle, mais le sucre cristallisable n’en con-_ 


a neutre ou méme légérement alcalin, une infusion de la moisis- — 
____ sure bien lavée est toujours acide; cette acidité parait provenir | 


* 
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- dun mois qu’un voile de mycélium immergé a la surface du. 


Se < SES ae 
Si on avail pemilaes le nitrate d’ammoniaque par un autre sel 2 


: 

ammoniacal, tel que le sulfate, le chlorhydrate ou le tartrate, qui ay 
sont décomposés pour fournir l’azote a la plante, l’acide mis en ee 
liberté aurait pu jouer le réle de sucrase. C’est ce qui ressort de a 


Yexpérience suivante ot le liquide était le méme que ci-dessus,- 
sauf que le sulfate d’ammoniaque remplagait le nitrate. ae 
\ La végétation tres difficile au début prit, 4 un moment donné, 
un développement assez rapide qui permit par la suite d obtenir | 
les résultats suivants : 


Acidité en SO+H2 eth, 


Sucre réduct. Sucre ecristall. si 

DATES 0/0 0/0 p. litre. # 

or. er. er. 

EV ADLSt pies are traces. 4,50 traces. ‘oa 

(ote R eect. ene 3.00 1.00 1.00 ; * 

hy 2 ee Ra eat PReVes 0.22 Ai) es 
Oi ety eee e's Saeia rhs. 4.40 0.00 4.90 
ANY tl We yee eee es 0.60 0.00 A396 


On voit que la proportion d’acide mis en liberté était parfai- 
tement suffisante pour intervertir le sucre quia été consommé 
par combustion et fermentation; il s’est produit 1,5 0/0 d’alcool. * 

En remplacant le sulfate par le tartrate d’ammoniaque, les 
résultats sont du méme genre, mais avec des différences dépen- — 
dant de la nature du sel employé et de l’'acide mis en liberté. fee 

Enrésumé, les expériences qui précedentdémontrentsuffisam- 
ment que ce n’est pas a la faveur d’une action diastasique quele 


_saccharose devient assimilable pour!’ Eurotiopsis, mais qu’il peut 


étre consommeé lentement, grace a sa facile interversion par I’ aci- 
dité des liquides de culture ou simplement par celle du liquide 
cellulaire du champignon. On peut, d’ailleurs, vérifier directe- « 


“ment que ni le liquide de culture ni le liquide cellulaire ne peu- ~ 


vent exercer une action diastasique sur le sucre de canne, en pro- © 
cédant comme on l’a fait précédemment pour mettre en évidence 
une action de ce genre. aan . .." 
Lactose. — Ensemencé sur le liquide Raulin au lactose no les: ae 
conditions physiques indiquées plus haut, !’Eurotiopsis ne donne 
jamais qu’ un développement. tres faible. On n’obtient au bout oa 


liquide, avec quelques tubes aériens peu ite Au bout de 


ce temps, on constate cependant la disparition de 5 grammes de 
sucre par litre. 7 ae 


3 Ens’en tanatit ace résultat, on serait presque en droit de con-_ 
a sidérer le lactose comme ne pouvallervir au développement de 
_ la jeune plante; mais en employant un volume de liquide tel que 
el épaisseur de la couche soit de quelques millimetres seulement, 
a ‘on constate que les germes se développent beaucoup plus facile-_ 


7. ment. Au bout d’un mois, on obtient une coucke de moisissure _ 


assez vigoureuse, sous laquelle on peut introduire an liquide 


neuf, ot !’on constate la disparition rapide du lactose pendant que — 


__ le champignon se développe abondamment. On obtient le méme 
: _ résultat pour une plus grande épaisseur de liquide de culture, en 
rn _ employant, pour constituer ce liquide, au lieu d'eau pure, une 
infusion organique, telle que: eau de levure, bouillon Liebig, 
solution de peptone a5 grammes par litre. 

dine faudrait pas cependant attribuer 4 ces matiéres orga- 
; niques un réle plus important que celui qu’elles ont réellement, 
A et croire, par exemple, qu'il consiste a fournir 4 la jeune plante 
des aliments plus faciles utiliser que le lactose, et par suite a 
_ Vamener a un état de développement tel qu’elle puisse assimiler 
- facilement le sucre. 

Be a) On peut, en effet, sans cette addition, obtenir un développe- 
ment aussi rapide et une végétation pias prospere au début, en 
-_— réduisant simplement l’acidité du liquide de culture de 2¢,3 a 
_ + 4 gramme par litre. Dans ces conditions, la culture arrive 4 son 
* - maximum, etle sucrea complétement dispara dans un mois envi- 

ron, tandis que, dans les conditions précédentes, ce temps était 
: ren nécessaire pour que la plante commencat a exercer 
une combustion plus active du lactose, aprés une période de vie 
tres pénible. : 

Si on reléve, au contraire, l’acidilé du liquide de culture, ou 
si on remplace l’acide tartrique par l’acide sulfurique a la dose de 
0,5 par litre seulement, le développement est: insignifiant dans 
: le premiér cas, et les spores ne germent méme pas dans le 
mae second. 

‘ ea, (0 voit, par conséquent, que Vassimilation plus ou moins 
facile du lactose par Eurotiopsis est liée a l’acidité du milieu de 
culture; d’ailleurs les changements dans les conditions physiques 

ou chimiques que nous venons de voir étre favorables a une assi- 
-  ‘milation plus facile, avaient tous pour résultat de faire diminuer 
Vacidité naturelle du liquide dans un temps plus ou moins court. 


pe a, 
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En effet, dans le cas de la’ culture en mince épaisseur, on constate quau 
moment ou la consommation dw sucre devient maximum, aprés une longue 
période de vie difficile pour Ja plante, l’acidité du liquide abaissé de plus 
d'un gramme par litre. On sait que cela tient a des phénoménes de désassimi- 
lation de l’aliment azoté qui prennent ici une importance trés grande, vu la 
longueur du temps. En couche épaisse, par contre, l’acidité n’a baissé que 
de quelques décigrammes dans le méme temps, et cela se comprend, car la 
végétation était plus difficile et le volume de liquide 4 fois plus grand (800c¢ 
au lieu de 200). Comme Je premier développement ne dépend que de la sur- 
face libre qui est la méme, il aurait fallu, au minimum, 4 mois pour que 
lacidité edt baissé dela méme quantité. Dans le cas des matiéres organiques 
azotées ajoutées au lactose, l’acidilé du liquide baisse plus rapidement, 
parce qu'il se produit une quantité d’ammoniaque plus grande dans le méme 
temps. 


Au cours de la combustion du lactose, on constate que le 
sucre qui reste dans le liquide de culture est toujours du lactose 
pur; par conséquent, ce sucre parait étre consommé par |’Euro- 
tiopsis comme par 1’ Aspergillus niger adulte:, sans dédoublement 
préalable en glucose et galactose, au moins dans le liquide 
nutrilif*. Cependant, par analogie avec les autres saccharoses, 
on n’admet pas généralement qu'il suit directement assimilable, 
et récemment, M. Fischer (J. c.), a Vaide des moyens qu'il 
emploie pour caractériser les sucres, parait avoir réussi & mon- 
trer ce dédoublement par une levure de lactose. 

On n’a pu, toutefois, jusqu’a présent, constater, par les 
moyens ordinaires, la transformation du lactose par une dias- 
tase correspondante, la laclase, produite par les champignons 
microscopiques. Je vais essayer de montrer qu’on peut y par- 
venir avec |’ Euwrotiopsis. 


1o Aprés disparition complete du sucre dans une cullure disposée 
comme il a été dit plus haut, on a soutiré, par le siphon du vase de culture, 
une partie du liquide, pour le faire passer dans un matras Pasteur stérilisé, 
dans lequel on a ajouté ensuite une solution concentrée et stérilisée de 
lactose pur, de facgon 4 avoir environ 20/0 de sucre. Puis on a introduit la 
moitié de ce mélange dans un second matras Pasteur que l’on a porté a 
Vébullition pour servir de témoin. . 


1. Nutrition intracellulaire (Annales de l'Institut Pasteur, 1889, 4¢° mémoire). 

2. Liemploi du polarimétre et de la liqueur de Fehling est. dailleurs un 
moyen assez insuffisant pour constater la présence du lactose | interverti dans une 
solution de lactose, en raison de ce fait que, dans Vinterversion du lactose, le 
pouvoir rotatoire et le pouvoir réducteur augmentent en méme temps; & moins 
qu’on n’ait un liquide témoin ou la rotation et la réduction n’ont pas varié. 
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a 
Z 2° La moisissure, triturée avec du sable, a été mise A digérer, pendant 
quelques heures, 4 une douce température, dans de l’eau thymolisée; puis, 
aprés filtration, le liquide a été additionné de 2°/, de lactose et diyisé en ae 
deux parties dont l'une, portée A 1000, servait de témoin. ee 

Ces quatre essais, maintenus 4 la température de 50° pendant 48 heue a 
res, sont restés stériles et ont donné les résultats suivants: Rata 


, s o ¢ 
Rotation Réduction Lactose Lactose non” sa 
observée, glucose 0/0. interverti 0/0. interverti 0/0. ae 


— = =a - aoe VE 


. diy. sacc, er. er. gr. a. 
. aie Liquide No 4, 12.5 1.95 4 44 0.73 oA a 
étmom=ndres 62 Ab. 0 * ADO aee 6.00 OFI8s aa 
Liquide N°2.., 12.5 2.02 2.02 0.00 ea 


Témoin....... = 40.0 1.49 0.00 2.07 Ait 


) Il est facile de voir que dans les liquides no 1 et no 2, le lactosé a éte 
. dédoublé, tandis quil est resté intact dans les témoins. Les résultats de 
Vanalyse ont été parfaitement vérifiés par l’expérience suivante : 


= Ona ensemencé avec une levure de vin pure, despece wnique et 
E-- ine faisant pas fermenter le lactose, le reste des liquides analysés 
(pour les deux derniers ona d’abord chassé le thymol), stéré- x 
___ lisés préalablement, et on les a mis a Pétuve a 30°. : 
---~—«*Une fermentation, assez active s’est développée dans les 
matras n° | et n° 2, et au bout de trois jours, elle était terminée; 
le liquide s’était éclairci et contenait un dépédt assez abondant . 
de levure, Dans les témoins, au contraire, la levure s’était a oes 

 peine développée, il n’y en avait qu’un dépot insignifiant; la 
_ rotation et la réduction n’avaient pas sensiblement varié, tandis 
3 a que les liquides n° 1 et n° 2 ont fourni les chiffres suivants : 


a 


Rotation Réduction Lactose Aleool. 
observée. glucose 0/0. restant 0,0. 0/0 


— — — 


* - 
diy. sacc. er. gr. CA 
"Liquide No1,... 3 0.46 0.67 * 7 
Liquide No 2... 0 0.00 0.00 1.0 


Par conséquent, les résultats précédents, complétés par ces 
4 _ derniers, établissent, sans aucun doule que le liquide de culture 
et le liquide cellulaire de l’Eurotiopsis sont capables d’exercer as 
une action. diastasique sur le lactose, le dédoublant en glucose 
et galactose, action sans laquelle ce saccharose ne saurait étre 


assimilé par la plante. 
- 1) 


ma 
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L’influence de l’acidité sur cette action diastasique apparait 
dans les résullats suivants, obtenus en faisant agir, avec des 
doses d’acide tartrique variables, le méme volume du liquide de 
culture employé ci-dessus sur des quantités égales de lactose, 

* pendant 48 heures a 50°. 


Acide tartrique, par litre..... 0sr,00 Ogr,50 Osr,75 4sr,00 2sr,00 
Lactose dédoublé p. 100 c. c. traces... 0,65 1,44 0,81 0,00 


D'apres ces chiffres, la réaction est favorisée par une cer- 
taine dose d’acide, voisine de 02°75, au-dessous et au-dessus de 
laquelle la transformation du lactose décroit trés rapidement. 

L’influence de l’acidité se fait donc sentir d’une maniére 


a “er 5 é : 5 

ae toute différente et absolument inverse dans l’assimilation du 
agin as é 4 : S . 
. saccharose et du lactose par |’ Ewrotiopsis. Tandis que le premier 


‘n’est assimilé que grace a la présence de l’acide, le second, au 
contraire, n’est assimilé qu’a la faveur d’une action diastasique 
qui est trés sensible aux variations de l’acidité. Quand l’accrois- 
sement de la moisissure était trés faible, c’est que lacidité était 
trop élevée, qu’elle paralysait presque compleétement |’action 
she diastasique de la plante et rendait par suite l’assimilation du 
+4 sucre tres difficile; aussi, en diminuant. lacidité, a-t-on vu ia 
Pic | végétation devenir plus intense. : 

ae On voit par l’étude des propriétés de l’Eurotiopsis vis-a-vis 
| de ces deux derniers saccharoses, combien il faut étre prudent 
avant de conclure qu’un sucre, qui n’est pas directement assi- 
milable, est ou n’est pas un aliment pour une cellule vivante 


une action diastasique sur cet aliment. 

Lactose interverti. — Le mélange du glucose et de galactose 
qui constitue cette matiére sucrée, convient parfaitement a la 
vie de l’Eurotiopsis, car il fournit une végétation trés vigou- 
reuse. L’analyse des prises successives faites dans le liquide de 
culture montre que la rotation et la réduction correspondent 
toujours tres sensiblement a du lactose interverti; il n’y a donc 
pas de préférence bien nette pour l’un des termes du mélange, 

’ et par suite pas de combustion élective. Il n’y a pas non plus de, 
tendance 4 la fermentation aleoolique aussi prononcée qu’avec 


le glucose seul, sila plante a une quantité d’air suffisante a sa 
disposition. 


B déterminée, et par suite que la cellule exerce ou n’exerce pas _ 


= 


2 


* 


=. < > 


~ 
> 
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~ Galactose. — Employé seul, ce sucre parait étre un peu plus 
résistant que le mélange précédent, surtout pour le mycélium 
provenant des conidies. Si on ensemence des périthéces seuls, 
la végétation est plus active. 

- Tréhalose. — L’ Eurotiopsis se développe bien aux dépens du 
tréhalose, surtout si on diminue un peu I'acidité ordinaire du 


milieu nutritif. Au cours de ce développement, on constata une 


production de sucre réducteur, indice d'une propriété dias- 
tasique. ' . 
En effet, le fiend de culture et le liquide cellulaire de la 


moisissure sont capables de provoquer le dédoublement du tré-- 
halose en glucose; il y a donc production de wréhalase, et le 


tréhalose n’est pas directement consommé par la plante. 
Glucosides. —Les glucosides étudiés ont été l'amyedaline, la 
coniférine et la salicine. L’Ewrotiopsis pousse presque aussi bien 
avec les deux premiers qu’avec le gtucose: le troisiame n’est 
consommé que par le champignon adulte. La coniférine, qui‘est 
peu soluble a la température ordinaire, cristallise par refroi- 
dissement apres stérilisation du liquide de culture ; pendant le 
développement de la moisissure, elle est redissoute tres rapide- 
ment, et l’on constate une production assez abondante de glucose. 
‘Ce sucre est produit aussi, mais en plus petite quantité, avec les 
deux autres glucosides. Les autres produits du dédoublement 
de ces corps paraissent brilés en méme temps que le glucose. 
On réussit & montrer dans les trois cas que le dédoublement est 
le fait d’une action diastasique, analogue a celle que produit 
Vémulsine ou synaptase, diastase des amandes améres. 

Alcools. — C’est principalement dans son action sur ses 
mativres hydrocarbonées que |’ Eurotiopsis se ‘distingue des 
autres moisissures de sa famille. Les alcools sont en général 
des corps impropres & constituer de jeunes tissus, mais, pour 
l’Euroliopsis, il y a de nombreuses exceptions, comme nous 

allons le voir. . 

Alcool ¢thylique. — C’est alcool que nous avons yu se pro- 
duire aux dépens des sucres dans certaines conditions d’exis- 
tence de la moisissure; il sert ensuite a son entrelien ‘et & son 
accroissement ; il peut aussi servir au-développement des spores 
quand sa proportion n’est pas trop élevée. 

Dans le milieu minéral du liquide Raulin contenant 4 a5 0/0 
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» @alcool, les s spores surnageantes donnent de petits ilots parfai- 


tement circulaires qui s’élargissent enrayonnant, tandis que les 


spores noyées donnent un mycélium immergé qui finit par garnir 
les vides de la surface du liquide. La couche tres abondante de 
moisissure, quise produit ainsi, est toujours tres irréguliére; au 
centre des ilots primitifs le thalle est trés dense et |’épaisseur 
souvent considérable, car elle peut dépasser un centimétre. 
L’alcool disparait sous forme de matitre organique, d’eau. 
et d’acide carbonique, sans aucun produit intermédiaire tel que 
Vacide acétique ou l’acide oxalique, et avec une rapidité com- 
“parable & celle des sucres, lorsque la végétation a franchi la 


période du début, ot la résistance de raliment est plus grande. 


Chose singuliére, il parait étre bralé beaucoup plus facilement 
lorsque la moisissure s'est développée dans ces derniéres con- 
ditions que lorsqu’elle a produit elle-méme l’alcool, avec le 
sucre interverti par exemple; cela doit tenir probablement a une 
différence d’organisation. A part les fermenls spéciaux de 
alcool, qui sont, d’ailleurs, a un degré bien inférieur de l’échelle 
des étres vivants, I’ Eurotiopsis est, je crois, le seul exemple que 
lon connaisse pour lequel l’alcool, qui est un aliment tres ré- 
sistant pour toutes les cellules jeunes, est assimilé au moment 
de la germination des spores. ie 

M. Duclaux a montré que si l’alcool est funeste a I Aspergillus 
niger en voie de germination, la plante adulte en supporte 6 a 


8 0/0 et le brile. Avec l’Hurotiopsis on peut aller jusqu’a 10 0/0, 


et méme, si on submerge la moisissure dans un liquide qui en 


contient 8 0/0, elle continue & pousser en émettant des tubes 


aériens, et &s’en nourrir. 

Autres alcools monoatomiques. — Parmi les autres alcools, 
Palcool méthylique bien pur permet seul un développement des 
spores et disparait trés lentement. Les alcools propylique, 
butylique, amylique ne donnent rien, méme en petite propor- 
tion, mais n’ont pas d’action toxique sur les spores ensemencées. 
Ces alcools sont tous brilés en petite quantité par une moi- 
sissure adulte. 

Glycérine. — Laglycérine est un aliment un peu inférieur 
iValcool vinique; la végétation est moins rapide au début, 
surtout si les périthéces sont en petit nombre, et le thalle formé 


par la suite parait moins vigoureux. La combustion de la 


* 
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glycérine ne s’accompagne d’aucun corps  intermédiaire. 
Mannite. — La mannite est tout a fait comparable au léyvu- 
lose pour la rapidité du développement du jeune champignon et 
pour l’intensité de la végétation. La couche de moisissure ost 
: *épaisse, d’aspect moelleux et de couleur rosée. La mannite 
; parait directement assimilable par l’Eurotiopsis, absolument 
y Z comme pour l’Asperyillus niger et le Penicillium glaucum a V état 
4 . adulte; le pouvoir rotatoire du liquide de culture ne change pas, 
et onn’y trouve que de la mannite pendant toute la durée de la 
combustion, qui peut fournir un peu d’acide oxalique comme 
produit intermédiaire'. Avec |’Eurotiopsis, cet acide ne se forme 
jamais. 
Autres alcools polyatomiques. — Les essais, qui n’ont été faits 
' que sur de petiles quantités, vu la rareté de ces produits, ont 
montré que le glycol parait tenir le milieu entre l’alcool ordi- 
‘naire et la glycérine ; l’érythrite se place plus pres de la glycé- 
rine, tandis que la dulcite et ’isodulcite sont totalement impro- 
pres au développement de la plante. 

Acides organiques. — Ensemencées sur le liquide Realin sans 
sucre, les spores de ’Eurotiopsis germent a Ja faveur des ré- 
serves qu elles contiennent, mais il n’y a pas d’accroissement 
possible pour la petite touffe de mycélium. La plante adulte ne 
consomme pas davantage l’acide tartrique. 

Avec l’acide citrique, on obtient le méme résultat. 

L’acide oxalique est brulé par la plante adulte*seulement, 
et encore difficilement. A la proportion de 5°/,, acide lactique 
et l’acide succinique permettent parfaitement la germination des 
spores, qui forment des ilots au début comme avec l’alcool. La 
couche de moisissure deyient assez vigoureuse, et fait disparaitre 
Vacide rapidement. Dans une expérience sur l’acide lactique 
inactif, ot J’on a arrété l’action lors que les 4/5 de la quantité 
initiale avaient été brilés, on areconnu que celui qui restait était 
encore inactif sur la lumiére polarisée ; par conséquent il n’avait 
pas été dédoublé en acides droit et gauche par la moisissure. 

L’acide malique ne peut pas étre employé 4 une dose aussi 
élevée que les deux EIU SUES la proportion maxima est de 
2 0/0, et il ne fournit jamais qu’une végétation languissante. En 
ce sens, il se rapproche beaucoup de l’acide tartrique, el l'on 


4, M. Duciaux. Nutrition intra-cellulaire. 
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voit que la plante éprouve des difficultés de plus en plus grandes 
pour assimiler la molécule d’acide a mesure quelle se com- 


plique. 
Parmi les principaux acides gras volatils, il n’y en a aucun 


qui permette la germination des spores, mais ils peuvent élre” 


consommés par un mycélium déja développé si la proportion ne 
dépasse pas 1 0/0 pour Vacide formique, 2 0/0 pour les acides 
acétique et propionique, 0,8 0/0 pour!’acide butyrique, et 0,5 0/0 
seulement pour l’acide valérianique. A ces doses, ils exercent 
méme une action marquée sur Ja plante. Avec la méthode de 
M. Duclaux' pour la détermination et le dosage des acides 
volalils, on peut savoir, dans le cas d’un mélange de deux acides, 
quel est celui qui est brilé le premier. On a fait des mélanges a 
des doses supportables : 1° d’acide formique et d’acide acétique ; 
2° d'acide acéltique et d’acide propionique; 3° d’acide propio- 
nique et d’acide butyrique; 4° d’acide butyrique et d’acide valé- 
rianique, et on les a mis en contact avec -la moisissure jusqu’a 
ce que l’acidité fat réduite au 1/3 ouau 1/4. On a trouvé ainsi que 
la résistance des acides volatils & la combustion s éléve en méme 
temps que leur poids moléculaire, comme pour les acides fixes. 

Gomme arabique. — La gomme arabique peut servir a la 
nutrition dela plante adulte seulement; on a vu, pour une 
solution 210 0/0, la rotation tomber de — 17° a — 13° au bout 
d’un mois environ, et on a constaté la formation de traces de 
sucre réducteur. 

Inuline. — L’inuline est exclue completement de l’alimen- 
tation de l’Eurotiopsis, qui ne peut exercer, & aucune période 
de son existence, |’action diastasique capable de transformer cet 
hydrate de carbone en lévulose, pour le rendre assimilable. 

Matieres grasses. — On obtient la germination des spores 
de l'Eurotiopsis et leur développement complet quand on les 
seme dans un milieu constitué par une solution minérale nutri- 
tive portant asa surface une couche dhuile ou de beurre filtré. 
Le corps gras subit une action énergique qui se traduit par une 
formation abondante d’acide carbonique et un changement no- 
table de son état physique. Le beurre, de liquide qu'il était a la 
température de l’étuve, devient solide et prend la consistance 
dela cire a la température ordinaire; huile finit par pouvoir se 

1. Recherches sur les vins (Ann. de Ch. et de Phys., 3° série t. III, 1894). 
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_ figer a cette dernitre température, en prenant aspect et la 


* consistance du beurre figé apres fusion. ee a 
Le dosage des acides gras fixes dans Vhuile et dans le a 
beurre, avant et apres l’action de la moisissure, donne dans ee 
hin ane cas des nombres trés différents, indiqués ci-dessous : ee 
ae 


ACIDES GRAS FIXES 


- a 
** e : Avant Aprés ; : 
0/0 0/0 = aa 


BOUPiCtS 2 oz tien ld. 89.50 96.50 
Hiuilie ace. 2 pone nae Sie 87.90 96.25 


TV. — VALEUR ALIMENTAIRE COMPARATIVE DE QUELQUES ALIMENTS a 
HYDROCARBONES. ae 


Les aliments hydrocarbonés de l’Eurotiopsis étant connus, 
nous allons chercher, pour les plus importants d’entre eux, 
quelle est leur valeur alimentaire comparative pour cette plante, 
c’est-a-dire leur influence sur le*rendement des récolles. Bis 

En faisant des cultures dans les conditions physiques et chi- . 
miques reconnues les meilleures, on a obtenu les résultats con- ; ~ 
signés dans le tableau suivant quiindique : 1° la durée de lacul- 
ture; 2° le poids des récoltes séchées 2 100°; 3° lerendement moyen 
journalier de ces récoltés pour 100 gr. del’aliment consommé. Ye 

La semence était constiluée par des périthéces seulement, et om 
le moment de la-récolte était celui ot il ne restait plus que des 
traces de l’aliment hydrocarboné dans le liquide de culture. 
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DUREE Pops RENDEMENT 


ALIMENTS HYDROCARBONES. de la culture moyen . E 
: des récoltes. 0/0 ; ae 


en jours. 
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oe 


Amidon 


oe 


Sucre interverti.... 


Glucose 


Mactoseviniter Kertincs.. ceca’ oye mere cae ons 
Galactose 


GSI COLUMGK arnt « 2a CER eer here ee Poor: 
Acide succinique 
Acide lactique 
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On voit que les chiffres de la deuxitme colonne du tableau 
varient beaucoup plus que ‘ceux de la troisieme, par suite les 
rendements moyens journaliers établissent entre les différents 
aliments des différences beaucoup plus sensibles que celles qui 
ressortent des rendements bruts exprimés par les chiffres de- 
la troisieme colonne. 

Les rendements moyens les plus éleyés et les plus con- 
stants sont fournis par les sucres directement assimilables, parmi 
lesquels le lactose interverti et le galactose sont un peu infé- 
rieurs aux autres comme valeur alimentaire; au second rang se 
placentl’alcool, les sucres indirectement assimilables et les acides 
organiques; enfin, vient le groupe comprenant l’amidon, la dex- 
trine et la glycérine. 

Pour Vamidon .et la dextrine, les rendements peuvent 
paraitre anormaux, étant donnée la facililé assez grande avec 
laquelle ils sont sactharifiés par la plante. Mais on sait que leur 
constitution chimique est loin d’étre homogéne, qu ily a amidon 
et amidon comme il y a dextrine et dextrine. Les parties les 
moins résistantes a l’action diastasique dela plante sont brilées 
les premieres, tandis que les plus réfractaires ne le sont qu’en 
dernier lieu et ne disparaissent que tres lentement. La plante ne 
trouve donc plus 4 un moment donné que des aliments médio- 
cres; elle attaque alors ses réserves, formées au début, et les con- 
somme d’autant plus que les aliments convenables font plus vite 
défaut dans le liquide de culture. A Ja période d’accroissement 
du début a donc succédé une période d’autophagie et de désassi- 
milation plus ou moins importante. 

La glycérine présente a l’assimilation par Ja nYoisissure une 
résistance spécifique qui se traduit d’abord, comme on sait, par 
une géne du premier développement. 


A Ja température maximum de 28°, on a trouvé un rendement moyen 
voisin de 6 0/0 avec le sucre interverti, tandis qu’acluellement, a la tempé- 
rature de 32°, ilatteint a peine 5 0/0; la différence ne peut s’expliquer que 
par une respiration plus active de la plante a cette derniére température, 
En somme le rendement de l’Ewratiopsis est peu différent de celui que l’on 
obtient avec l’Aspergillus niger dans les conditions indiquées par M. Raulin; 
mais le rendement de cette derniére plante peut étre considérablement 
releyé si la culture est faite dans des conditions physiques analogues a celles 
qui ont été employées pour |l’Kurotiopsis, c’est-a-dire avec 200 c. c. de liquide 
Raulin contenant 9sr,5 de sucre candi, étalé en Couche mince sur le fond 
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dun grand matras Duclaux dont l’ouverture est complétement libre a l’accés 
de*l’air. La récolte, faite peu dé temps aprés la disparition du sucre, au bout 
de trois jours environ, donne un poids de plante seche égal a 42",6, d’ou 
un rendement moyen de 15,3 0/0, c’est-a-dire triple du rendement ordinarre. 
Si on compare maintenant ce dernier chiffre avec le meilleurrendement de 
YEurotiopsis qui est voisin de 6 0/0, on trouve que I’ Aspergillus niger se 
développe environ 2,5 fois plus vite que lEwrotiopsis. 


En laissant de c6té la question de temps employé 4 consom- 
mer un poids déterminé d’aliment, et ne considérant que le ren- 
dement final, on voit qu’avec l'Ewrotiopsis, nourri au moyen de 
Yalcool, le rendement est presque égal a celui que fournit l’As- 
pergillus niger dans des conditions Aate de cullure, 44 au 
lieu de 46 0/0. 

_ De plus, si on prend trois types d’aliments qui ont donné des 
résultats bien tranchés, le glucose, !’alcool et l’acide succinique, 
il est facile de calculer la quantité d’oxygene nécessaire pour 
‘braler complétement un poids déterminé de chacun d’eux, 
10 grammes par exemple. On trouve 108",6 pour le glucose, 
20 grammes pour l’alcool et 9#,5 pour Vacide succinique; et si 
“on compare ces chiffres A ceux des poids dés|récoltes fournies par 
ces mémes aliments, savoir: 28,9 pour le glucose, 4#",4 pour 
Valcool et 2¢,5 pour l’acide succinique, la relation est évidente. 
Le poids de plante est d’autant plus élevé qu'il faut plus d’oxy- 
gene pour briler entierement un poids égal des types d’aliments 

de constitution moléculaire homogene. 


V.— Foncrion DIASTASIGENE DE LA PLANTE. 2 
. ? 


Nous avons constaté, en étudiant l’alimentation hydrocar- 
bonée del’ Ewrotiopsis, que cette moisissure peutexercerlesaclions 
diastasiques nécessaires pour rendre assimilables |’amidon, la 
dextrine, le maltose, le lactose, le tréhalose et certains glucosides. 
En d’autres termes, et pour employer le langage courant, on 
peut dire que |'Ewrotiopsis produit de ’amylase, de la maltase, 
de la lactase, de la tréhalase et de l’émulsine. 3 

I] était intéressant de rechercher, pour tous les aliments avec 
lesquels on peut obtenir un développement important de laplante, 
guelles sont les diastases élaborées. Cette recherche a montré 
que, dans tous les cas, 4 la fin du développement, le liquide de 
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culture et les cellules de la moisissure paraissent contenir ces 
diverses diastases. 

En présence de ce fait, une autre question se posait alors 
naturellement : quelle est influence de l’aliment sur la quantité 
des. diverses diastases produites par la plante; autrement dit, 
quelle est, pour les diverses substances qui peuvent subir une 
action diastasique de la partde I’ Eurotiopsis, la quantité de matiére 
transformée, toutes choses égales d’ailleurs, parla culture obtenue 
avec chaque aliment considéré? : . 


Cette question est tres vaste, sion admet que chaque diastase 


est une substance chimique possédant une individualité propre; 
aussi, sans abandonner encore complétement cette hypothése, 
pour ne pas étre entrainé trop loin, on considérera seulement 
l’action diastasique produite par l’amylase, parce qu'elle est la 
plus apte & mettre en relief les faits qui vont suivre. 

Pour apprécier des quantilés d’amylase, il fallait commencer 
parrechercher un procédé de dosage de son action; celui que 
jai employé, bien qu’i] ne comporte pas la précision du procédé 


indiqué par M. Fernbach ‘ pour la sucrase, m’a cependant donné _ 


ici des résultats suffisants. 

Les meilleures conditions d’acidité et de température du 
milieu étant connues et déterminées comme on le verra plus loin, 
on faisait agir sur 1",5 d’amidon de blé, a létat d’empois, des 
volumes de liquide diastasifere, oudes poids de moisissure fine- 
ment triturée tels, que la quantilé d’amidon transformé en 
48 heures fut environ les 2/3 de la quantité mise en expérience. 
Les essais ont élé répélés avec toutes les cultures qui ont servi a 
constituer le tableau de la page 23, et l’on a@ trouvé ainsi que la 
quantité d’amylase produite par la moisissure ayant consommé 
un poids déterminé d’un aliment donné, dépend de la nature de 
cet aliment. 

Cependant la fonction est loin d’étre simple, car elle com- 
porle deux facteurs au moins, le poids ,de la plante, et l'état 
physiologique de son développement, le premier étant lui-méme 
fonction du second. 
 Ilest facile de montrer Vinfluence de ce second facteur en 
recherchant, par la méme méthode que ci-dessus, les quantités 
d’amylase produites, dans des cultures, paralléles sur le méme 


4. Recherches sur la sucrase. (Ces Annales, 4889.) 
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aliment, & des époques successives de la vie de la plante. 

On trouve les résultats suivants avec la mannile, qui se préte 
tres bien a cette expérience parce qu’elle ne réduit pas la liqueur 
de Fehling. 


< 
GLUCOSE PRODUIT PAR 
AGE POIDS : GLUCOSE 
Ge ge ga 


dela culture. | de plante séche. total. 


le liquide. les cellules. 
gr. 
0.00 
3.20 
6.65 
5.60 


La production totale d’amylase augmente & mesure que 
Valiment hydrocarboné diminue, pour atteindre un maximum, 
non ‘pas au moment ow cet aliment vient d’étre épuisé, mais 
bien quelque temps apres : la quantilé produite disparait ensuite 
plus lentement qu’elle n’a augmenté. Ce maximum ne corres- 
pond donc pas au maximum du poids des cellules; il est plutot 
en relation avec les phénoménes physiologiques de désassimi- 
lation qui entrainent la disparition des réserves de la plante 
sous l’influence de l’inanition. C’est sous cette influence encore 
que l’on observe le passage dans le liquide de culture d’une plus 
grande quantité de produits de désassimilation, auxquels parais- 
sent intimement liées les propriétés diastasiques de ce liquide. 
On a déja vu, a propos de la nutrition au moyen du maltose, et 
les résultats ci-dessus le montrent encore, que la marche de la 
diffusion diastasique chez l’ Zuroliopsis est analogue a celle qui a 
été indiquée par M. Fernbach chez J’ Aspergillus niger. Mais pour 
ce dernier, le maximum de la production diastasique est atteint 
alors qu'il est arrivé au tiers seulement de son poids total. Il y 
a donc, avec |’Eurotiopsis, une différence qui peut tenir a ce que 
la fonction diastasigéne n’est pas la méme pour les deux cham- 
pignons, et aussi a ce quel’A spergillus niger Glant up producteur 
de diastases beaucoup plus puissant que 1|’Huroliopsis, il est 
plus difficile,.avec le premier qu’avec le second, de mettre en 
relief de petites différences comme celles que nous venons de 
constater. ‘ 
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Les variations de la fonction diastasigeéne de la plante ne 
sont pas particuligres a l’amylase; c’est un fait général pour 
toutes les diastases que peut produire la moisissure, quelle que 
soit la nature de l’aliment consommé. 

Si on étudie maintenant l’influence de l’alimentation azotée 
sur la production d’amylase par l’Eurotiopsis, on trouve qu'il n'y 
a-pas de différences bien sensibles lorsqu’il emprunte Vazote 
aux diverses sources reconnues les meilleures pour son déve- 
loppement; les nitrates alcalins, par exemple, sont tout a fait 
comparables, 4 ce point de vue, aux matiéres albuminoides. 
Avec le sulfate ou le chlorhydrate d’ammoniaque, au contraire, 
la production d’amylase est presque nulle; peut-étre est-elle 
détruite par les acides minéraux mis en liberté. 


VI. — ErubE sPECIALE DE L’ ACTION DIASTASIQUE DE LA PLANTE 
SUR L’AMIDON ET LE MALTOSE. 


I. — Parmi toutes les actions diastasiques que peut exercer 
une culture d’Eurotiopsis, et dont le nombre est indépendant de 
laliment hydrocarboné, nous choisirons celles qui sont relatives 
a lamidon et au maltose pour les étudier d’une fagon spéciale.. 

Ila été établi queles produits de la saccharification de l’amidon 
sont de la dextrine et du glucose, et que le maltose subit le 
dédoublement ordinaire en glucose; cette double propriété étant 
commune, comme on sait, 4 d’autres moisissures, telles que 
lV’ Aspergillus niger, le Penicillium glaucum, V Aspergillus orize. 

Pour expliquer la différence qui existe dans la saccharification 
de lempois d’amidon par l’amylase du malt qui donne de la 
dextrine et du maltose, et la saccharification de ’empois par 
Vamylase des moisissures, on admet, dans ce dernier cas, que 
les liquides actifs contiennent un mélange de deux diastases, 
une amylase analogue a celle du malt, et une maltase. Cette 
derniére transformant le maltose en glucose au fur et & mesure 
de sa production, on ne peut saisir la présence du maltose a 
aucun moment de la réaction. M. Atkinson‘, en étudiant l’As- 
pergillus orize, a cru saisir la formation intermédiaire de mal- 
tose : mais ses résultats, manquant complétement de précision, 
ne fournissant aucune preuve satisfaisante. 


4. Atkinson. Sur la diastase du Kédji (Moniteur scientifique, t. XXIV, 1882). 
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son genre, l’amylase du malt. 


En faisant agir des volumes égaux d’une méme solution 
diastasifére, respectivement sur 2 grammes d’amidon & état 
d’empois ou de maltose, les conditions physiques et chimiques 
étant les mémes dans les deux cas, on trouve, en répétant la 
méme série d’expériences avec les 3 moisissures, le’ résultats 


du tableau suivant : 


29 


Done, jusqu’a présent, ces actions diastasiques ont été tres 
peu étudiées; les idées plus ou moins admises qui ont cours 
sont basées principalement sur ’hypothese de l’individualité des 
diastases. Je vais essayer de démontrer que la maniére de voir 
la plus en rapport avec les faits consiste & admetire, au moins~ 
pour les trois moisissures que j’ai étudiées, l’Aspergillus niger,- 

le Penicillium glaucum et V Eurotiopsis Gayoni, la production dune 
diastase unique capable de saccharifier l’amidon en donnant de 
la dextrine et du glucose, sans passer par le lerme intermédiaire 
maltose, et capable en méme temps d’hydrolyser ce maltose; 
produit de J’action d’une diastase différente et unique en 


— 


DUREES | Aspercitus NIGER PENICILLIUM GLAUCUM EUROTIOPSIS GAYONI 


= er Sg ae me SEE 
Ae Amidon Maltose Amidon Maltose Amidon Maltose 


* 
ueures |saccharcfii] dédoublé |saccharifié}| dédoublé | saccharifié 


134 0837 1820 0259 080 
#54 0.68 1.31 0.70 1,20 


4.64 0.93 4.57 4.02 1.64 


dédoubleé 


Qst4 
0.72 


0.92 


La quantité de maltose dédoublé pendant un certain temps 
de la réaction est donc toujours de beaucoup inférieure ala quan- 
tité d’amidon saccharifié. Il suit de 1a que l’oi devrait pouyoir 
saisir assez facilement la présence du maltose pendant la 
» saccharification de l’empois, et, comme cela n’est possible dans 
aucune condition, il faut choisir entre les deux hypotheses sui- 
vantes : Ja mallase n’existe pas et l’on n’a qu'une seule dias- 
tase qui a éprouvé plus de difficulté a dédoubler le maltose qu’a 
saccharifier l’amidon ; ou bien cette maltase a éprouvé elle-méme 
plus de difficulté pour dédoubler le maltose apporté en provision 
de l'extérieur, qu’elle n’en éprouve pour dédoubler le maltose, 


oe 
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en quelque “sorte a l’étal naissant, gui résultait de l’action 
de ’amylase. Cette dernitre hypothése, quoique peu probable, 
mérite cependant d’étre controlée. On a fait pour cela l’expérience 
suivante qui comporte trois essais: 

On fait agir dans les mémes conditions : 1° De Vextralt de malt sur de 
Yempois d’amidon & 2 0/0; 20 la méme quantité d’extrait de malt, addi- 
tionnée d’un certain volume de liquide diastasifére d’Aspergillus niger, sur 
Ja méme quantité d’empois d’amidon ; 3° le méme volume de liquide dias- 
tasifére seul sur Ja méme quantité d’empois d’amidon. 


La quantité d’extrait de malt et le volume du liquide diasta- 
sifere étant convenablement choisis, on a obtenu les résultats 
suivants ala température de 60°. 


= —7 


NUMEROS ROTATION REDUCTION MALTOSE GLUCOSE DEXTRINE 


des essais. saccharim. glucose 0/0. 0/0. 0/0. 0/0 


, APRES 15 MINUTES 


a gr. gr. gr. gr. = 
4 ies 4.08 es 0.00 e 0.95 
2 28a) Hess 4 48 0.45 0.45 
3 92 4 Ona 0. ~ 0.71 0.45 
APRES 30 MINUTES & 
4 27.8 1.08 1.78 0.00 * 0.95 
2 21.8 4.39 Ao: 0.58 0.10 
3 18.0 1.08 0.00 1.08 0.64 
APRES 60 MINUTES 
2 49.8 1.56 1.26 0.79 traces 
3 16.4 VAT | 0.00 | 4 47 | 0.46 


A lexamen de ces chiffres, on voit que si, dans le liquide 
n° 2,il y avait eu*une maltase trés active dédoublant le maltose a 
mesure qu’ il prenait naissance, la quantité de glucose formée 
apres quinze minutes devrait correspondre sensiblement au mal- 
tose produit par amylase du malt. Or il n’en est rien, cette 
quantité de glucose est méme tres inférieure a celle qu’a donnée 
le liquide n°3, justement A cause de la résistance du maltose au 


A doabletwert: Les chiffres obtenus au bout de 30 et 60 minutes 


montrent encore mieux cette résistance, car il se produit beau- 
coup moins de glucose dans le n° 2 que dans le n° 3. 


EUROTIOPSIS GAYONI. 


Avec Je Penicillium glaucum, on obtient des résultats tout 2 
fait analogues; mais, avec |’ Eurotiopsis, on ne peut avoir un li- 
quide diastasifére aussi énergique qu’avec les plantes précé- 
dentes ; cependant les chiffres de l’expérience suivante, quoique 
différents, sont tout aussi probants que ceux de tout a l’heure. 

La proportion d’amidon a été réduite & 1,5.0/0 dans tous les 
‘liquides, et, pour avoir une différerice appréciable entre‘le n° 1 
et le n° 2, on a prolongé la durée de la réaction pendant 
2 heures. F 


rs 
* 


NUMEROS ROTATION *| REDUCTION MALTOSE © GLUCOSE DEXTRINE 
des essais. saccharim glucose 0/0. 0/0 


gr. | gr. 
0.83 1.36 


0.92 1°33 


> 


0.38 0.00 


La quantité de. glucose formé dans le n° 2 est encore beau- 
coup plus faible que dans le n° 3, alors qu’on aurait déayoir 
Vinverse si la maltase avait exislé. 

Par conséquent, la seconde hypothése que nous avions faite 
n’est vérifiée dans aucun des trois cas, et la premiere parait 
devoir subsister seule. 

En somme, on est done autorisé a voir dans l’action, sur l’em- 
pois d’amidon et sur le maltose, des liquides diastasiféres prove- 
nant de chacune des trois moisissures étudiées, le fait dune 
diastase unique, d'une amylase spéciale que je désignerai sous 
le nom d’amylomaltase, et dont on connait le rdle chimique. 

Il. — On peut se demander maintenant si les propriétés de 
Vamylomaltase de l’ Aspergillus niger, du Penicillium glaucum et 
de l’Eurotiopsis Gayoni ne présentent pas certains caractéres dillé= 
rentiels? 

Les liquides diastasiféres employés avaient ¢{é obtenus en laissant 
séjourner, pendant un temps convenable, de l’eau distillée légérement aci- 
dulée par l’acide tartrique et stérilisée, sous le thalle des moisissures obte- 
nues dans des cultures pures. Dans*les expériences qui vont suivre, pour 
avoir des résultats autant que possible comparables entre eux dans les trois 
cas, on a déterminé par des essais préliminaires, les conditions dans 
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lesquelles on devait se placer quant au rapport entre la- quantité de 
liquide diastasifére et la quantilé d’amidon ou de maltose, et quant a 
la durée de la réaction. 


Examinons d’abord, de plus pres qu’on ne l’a fait jusqua 
présent, l’allure de la transformation de l’empois d’amidon pour 
les trois liquides diastasiféres. On les a faitagir sur de Vempois_ 

i 2 0/0-dans les meilleures” conditions d’acidité et de tempéra— 
‘ture déterminées plus loin, et l'on a fait des prises successives 
dans chaque liquide & des temps de plus en plus éloignés du 
commencement de l’action. : 


PROVENANCE DUREE ROTATION GLUCOSE DEXTRINE 


des liquides diostasiferes. en heures saccharim.” 3 0/0. 0/0. 
| gr. , gr. 
Sie \ £2, Atha 4.34 pe 
Aspergillus niger....... 48 14.0 4.61 dl 
ts 96 14.0 1166 0.30 
\ 412 42.5 1.3 0.31 
Penicillium glaucum.... 48 12.0 1.64 » 0.24 
( 96 12.0 1.72 0.18 

| - * 
e ( ces by . 7.0 0.80 0.416 
Eurotiopsis Gayoni..... 48 9.0 1.64 0.06 
96 9.3 192 0.06 


Pour l’Aspergillus niger et le Penicillium glaucum, le pouvoir 
rotatoire du liquide, apres avoir atteint un maximum au bout 
d'un certain temps de la réaction, décroit ensuite lentement. 
Pour l’Eurotiopsis Gayoni, au contraire, le maximum n’a lieu que 
lorsque la saccharification est terminée. On voit aussi que le 
rapport entre le glucose et la dextrine est variable dans les trois 
cas pour une méme quantité de glucose produite. Par consé- 
quent, bien que l’action diastasique conserve une allure géné- 
rale qui est la méme pour les trois moisissures, elle présente 
‘des particularités dépendant de l’origine de l’amylomaltase. 
Avec le maltose qui est un corps homogéne, le dédoublement ne 
présente pas de différences sensibles dansles trois cas; c’est ce. 
qu’'indique suffisamment le tableau de la page 29. 

L’étude de l'influence de quelques agents physiques et chi- 
miques sur les propriétés de l’amylomaltase, va montrer qu'il 
existe d’autres différences entre les trois liquides diastasiferes. 

al 
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Influence deda température. — Les expériences ont été faites 
entre 35° et 70° avec une dilférence de 5° entre chaque essai ; et 
| lon a vu que: 1° la température optima de laction différe pour 
chaque moisissure ; elle est de 60° pour l’Aspergillus niger, de 45° 
3 pour le Penicillium glaucum, et de 50° pour ? Eurotiopsis Gayoni; 
| 2°la température optima est la méme pour l’amidonet le maltose. . 
; On acomplété ces résultats en déterminant le point ot les es 
liquides diastasiféres perdent complétement leurs propriétés 
diastasiques. I] est voisin de 70° au maximum pour le Penicilliwm 
glaucum, et de 75° pour I’ Eurotiopsis, tandis que pour |’ Aspergillus 
, niger le liquide diastasifere, porté & cette dernitre température 
4 pendant une minute, puis ramené ensuite & 60°, peut agir encore 
sur l’empois d’amidon, et beaucoup moins sur le maltose. Toute - 
activité est définitivement détruite & 80° au plus. 
~ Influence de Vacidité. — L’influence de l’acidité due a l’acide 
tartrique se résume par les propositions suiyantes : 1° pour des * 
quantités faibles d’amylomaltase, la dose maximum (d’acide tar- ms 
trique que peut supporter son action pour étre favorisée sans as 
étre génée est de 0#",5 par litre dans les trois cas; 2° l’action sur 
Vamidon et sur le maltose est influencée exactement de la méme 
maniére ; 3° pour |’Eurotiopsis, cette action, en liquide neutre, 
2 parait étre beaucoup plus faible que pour les deux autres moi- 
sissures. 
a Influence de~la nature de Vacide. — Certains acides organi- = 
A, ques, tels que l’acide acélique ou l’acide succinique, favorisent 3 
un peu plus que l’acide tartrique |’action diastasique de ]’amylo- f 
maltase, tandis que l’acide oxalique produit l’effet contraire ; les. | 
différences sont légerement accentuées pour |’ Aspergillus niger et 
le Penicillium glaucum. Les acides minéraux sont supportés a des é 
; doses cing fois plus faibles que les acides organiques ; l’acide ' 
nitrique est moins funeste que l’acide sulfurique, qui l’est lui- , 
*méme moins que l’acide chlorhydrique. 
En résumé, on voit par cette étude sommaire, qu’a cdté de 
caracteres communs, il existe des divergences notables dans les 
propriétés de l’amylomaltase issue de chacune des trois moi- 
sissures considérées. On est donc autorisé a concevoir l’existence 
de trois amylomaltases de nature différente, de méme que, 
d’apres les recherches de M. Fernbach’, on doit admettre que la 


4. Recherches sur Ja sucrase (Annales de ?Institut Pasteur, 1890). 
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sucrase de |’ Aspergillus différe de la sucrase des levures, entre 


Jesquelles il y aencore des différences & ce point de vue. 


VII. — R&seERVES HYDROCARBONEES DE LA PLANTE. 


Chez la levure de biére l’existence d’une réserve hydrocar- 


bonée a été prouvée parles travaux de Pasteur’, quil’a signalée 


pour la premiére fois, et par ceux de MM. Béchamp’, Negeli’, 
Schutzenberger et Destrem ‘. M. Errera® a affirmé le premier 
quelle était surtout constituée par du glycogéne, et cela a été 
confirmé par M. Laurent *, M. Bourquelot’ a trouvé, depuis, que 
les cellules de l’Aspergillus niger, comme celles de beaucoup 
d’autres champignons, peuvent contenir du tréhalose qui dispa- 
rait pendant la fructification. ; 

Chez l’Eurotiopsis, Vexistence et la nature glycogénique de 
ses réserves hydrocarbonées, constituées aux dépens des divers 
hydrates de carbone étudiés précédemment, peuvent étre faci- 
lement démontrées. 


-Prenons une moisissure jeune, au moment ot elle va achever d’épuiser 
son liquide de culture, constitué de préférence avec un corps ne réduisant 
pas la liqueur de Fehling, tel que la mannite, la glycérine ou l’acide succi- 
nique, et triturons-la dans un mortier avec du sable, de fagon & former une 


_ pate homogeéne. Cette pate, traitée par l'eau bouillante, donne une infusion 


trouble, qui, déféquée au sous-acétate de plomb, est limpide, mais reste légé- 
rement opalescente. Le liquide, dams certains cas, réduit la liqueur de 
Fehling dune fagon trés nette, ce qui prouve qu'il y avait trés probable- 
ment dans les cellules de la plante une matiére sucrée; on y reviendra 
tout a Vheure. 


Ordinairement l’infusion de la moisissure ne réduit pas la 
liqueur de Fehling, mais, examinée au polariméire, elle a tou= 
jours une rotation droite; dans un essai, j'ai trouvé + 4. 5d. s.. 


ae 


4. Mémoire sur la fermentation alcoolique (Ann. de ch. et de phys., t. LXVIU, 
1859). 
2. Sur la cause de la fermentation alcoolique par la levure de biére (Compt. 
rend., t. LXXIV, 4872). 
3. Sitzunsber. der K. Bayer. Akad. der Wiss., VIII, 4878 
4, Sur la composition de la levure de biére (Compt. rend. t. LXXXVIII, (874). 
5. L’Epiplasme des Ascomycetes et le glycogéne des Végétaux, Bruxelles, 1882. 
6. Ces Annales, 1889. 


7. Sur l’époque de l’apparition du tréhalose dans les champignons (Jour. de 
pharm. et de ch., 5° série, t. XX VII) 


» 
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Traité ensuite 4)’ébullition pendant 5 minutes avec 2 0/0 d HC, 
ce liquide, ramené & son volume primitif, n’avait plus qu'une 
rotation de + 2 d.s. et contenait 0#",5 0/0 de sucre réducteur qui 
paraissail étre du glucose. Parmi les corps quiavaient pu fournir 
ce sucre, le plus facile 4 caractériser par ses réactions qualita- 
tives, c’est le glycogéne ; le liquide d’infusion, en effet, prend une 
teinte rouge brun trés foncée avec quelques gouttes d’une solu- 
tion @iode, et la couleur disparait 4 chaud pour reparaitre & 
froid. 

Au lieu d’employer l’acide chlorhydrique pour transformer 
les corps de réserve en sucre réducteur, on peut utiliser l’action 
diastasique que peut produire le liquide cellulaire de Ja plante, 
en portant simplement a l’étuve a 50° la moisissure triturée, et 
délayée avec de l’eau thymolisée légerement acidulée avec de 
Vacide tartrique. C’est ainsi que dans un cas, le liquide, aprés 
le séjour al’ étuve, avail une rotation de + 3d. s. et une réduc- 
lion correspondant a 08',55 0/0 de glucose. 

L’action diastasique qui s’exerce ainsi sur la réserve hydro- 
carbonée de la plante est évidemment celle qui préside a la dispa- 
rition de la méme réserve lorsque le liquide de culture est 
épuisé, mais les produits qu’elle engendre restent al’intérieur des 
cellules ou sont utilisés & mesure qu’ils prennent naissance; 
aussi, pour la mettre en évidence, ila fallu diminuer la vitalité des 
cellules, ou l’éteindre complétement par la trituration ou la pré- 
sence d’un antiseptique. 

Lorsque l’air vient 4 manquer dans une culture florissante 
d’Eurotiopsis nourri avec des aliments autres que les sucres, les 
réserves hydrocarbonées augmentent; c’est dans ce cas que 


Von peut trouver, a lintérieur des cellules, un sucre réducteur, ° 


lorsque le liquide de culture étant pres d’étre épuisé, la moisis- 
sure commence a attaquer ses réserves, ; 

Si on veut expliquer maintenant comment, malgré les pro- 
priétés diastasiques du liquide cellulaire, la plante peut former 
des réserves hydrocarbonées et ne les utiliser qu’é un moment 
donné, il faut avoir recours a ’hypothése généralement admise, 
que le protoplasma des cellules, chargées spécialement d’emma- 
gasiner ces matériaux de réserve, ne devient capable de pro- 
duire une action diastasique sur eux que dans certaines condi- 
tions physiologiques. 
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VIL. — D&écENERESCENCE CELLULOSIQUE ET GRASSE DE LA PLANTE. 


Dans des conditions d’existence particuliéres, l’enveloppe 
‘extérieure et le protoplasma des cellules del’ Eurotiopsis peuvent 
devenir le siege de phénoménes dont il va étre question. 

Dans un but un peu différent de celui qui a été atteint, on 
avait constitué, en juillet 1894, un liquide de culture avec de 
Veau de levure acidulée par lacide sulfurique & 2 grammes par 
litre, et contenant 4 0/0 d’alcool environ ; apres stérilisation on 
Vavait ensemencé avec |’ Eurotiopsis. 


Une végétation trés pénible, surtout au début, s’était développée et 
avait progressé trés lentement en faisant disparaitre l’alcool. A trois ou 
quatre reprises, espacées d’une fagon assez irréguliére, on avait renouvelé 
la provision dalcool en soutirant le liquide de culture, l’additionnant de 
nouveau de3a40/0d’alcool et le faisant repasser ensuite, aprés stérilisation,. 
sous la moisissure. Chaque fois la plante, flétrie par le manque d’aliments, 
reprenait un peu de vigueur et formait de nouveaux tissus. 


En décembre 1895, c’est-a-dire au bout d’un an et demi 
environ, la culture a été examinée et a donné des résultats qui, 
en parlie du moins, n’ont pas encore été signalés. 

Le liquide, dont l’acidité n’avait pas sensiblement varié, était 
un peu visqueux, presque filant; traité par une solution d’iode, 
il donnait une coloration d’un bleu franc, trés intense, dispa- 
raissant & chaud pour reparaitre a froid. La moisissure était 
gélalineuse au toucher, les tubes mycéliens étaient comme 
entourés d’une gaine de maliére visqueuse, colorable en bleu 
par Viode et soluble dans l’eau chaude. . 

En traitant le liquide de culture et Vinfusion dela moisissure 
par lalcool fort, on aobtenu un précipité blanc, d’aspect dextri- 


- niforme, qui, lavé 4 l’alcool et séché, avait tout a fait aspect de 


la dextrine précipitée dans les mémes conditions. Cette matidre 
était colorable en bleu par l’iode, et soluble dans l’eau en don- 
nant une liqueur opalescente; elle neréduisait pas la liqueur de 
Fehling, mais était saccharifiable par les acides en donnant du 
glucose. La solution aqueuse indiquait assez nettement un pou- 
voir rotaloire droit, difficile & déterminer exactement, égal a 
50° environ. 

Cette matitre parait étre un produit de régression de la 
cellulose de la moisissure, devenue soluble sous lVinfluence de 
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Vacide sulfurique du milieu de culture, et ce qui tend a le faire 
croire encore, c’est que cette cellulose soluble, maintenue quel- 
que temps a l’étuve a 100°, devient en grande partie insoluble, 

Pendant que se produisait cette régression de l’enveloppe 
cellulosique des cellules, leur protoplasma était le sige d’un 
phénoméne analogue ala dégénérescence grasse de la levure 
étudi¢e par M. Duclaux'; mais ce dernier champignon était seul, 
jusqu’a présent, reconnu capable de la subir. Toutefois, il parait 
se produire beaucoup plus rapidement chez I’ Ewrotiopsis que chez 
la levure, car dans l’espace de temps que j’ai indiqué, il s’était 
formé une proportion de matiére grasse égale & 29,8 0/0 de moi- 
sissure séchée a 100°, Landis que pour la levure ce chiffre n’a été 
atleint qu’aprés un temps dix fois plus long. 

Cetle proportion de 30 0/0 de matiére grasse est bien supé- 
rieure ala quantité ordinaire, 4 0/0 au maximum, que renferme 
la plante nourrie avec du sucre interverti : cependant il faut 


admettre que, méme dans les conditions de vie normale, ce der- * 


nier chiffre n’est pas constant, car la moisissure développée sur 
Palcool renferme une quantilé double, soit 8 0/0, de matiére 
grasse. 

De sorte que, dans les conditions indiquées ci-dessus, ot le 
champignon a consommé une quantité d’alcool environ quatre 
fois plus grande pour produire un_poids de plante sensiblement 
le méme que dans la vie normale, la proportion exagérée de 
matiére grasse que contenaient les cellules pouvait bien étre 
due simplement 4 une accumulation d’un produit normal de la 
nutrition intra-cellulaire, au lieu d’étre un produit pathologique. 


DEUXIEME PARTIE 


Action de la plante sur les matiéres fermentescibles 
pendant la vie génée. 


I 


Nous avons yu précédemment que l’Eurotiopsis, en con- 
sommant certains sucres fermentescibles, peut donner assez 


facilement del’alcool dans les milieux oti les autres moisissures ~ 


4. Nutrition intra-cellulaire (Ann. de I’Institut Pasteur, 1889, 2° mémoire). 
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n’en produisent jamais. Nous considérerons maintenant le cas 
out la moisissure est obligée de vivre avec la quantité minimum 
d’oxygéne, et nous étudierons son action sur les diverses matitres 
directement ou indirectement fermentescibles qui entrent dans 
son alimentation. 

Sucre interverti. — Lorsqu’on ensemence un matras Pasteur 
aux trois quarts plein d’un liquide nutritif contenant du sucre 
interverti, par exemple de l’eau de levure ou du bouillon Liebig 
sucrés, du moat de raisin, etc., il se produit au fond du matras 
un mycélium immergé qui ne tarde pas a remplacer l’oxygéne 
dissous par de l’acide carbonique, et qui, pour peu qu’on dé- 
range la fiole, est bient6t entrainé 4 la surface par de grosses 
bulles gazeuses. En agitant souvent le matras, on arrive & main- 
tenir la moisissure a l'état de mycélium spumeux et gonflé de 
bulles d’acide carbonique, en tout semblable a un mycélium de 
mucor cullivé dans les mémes conditions. 

Il faut dire cependant que la végétation a toujours une ten- 
dance a devenir aérienne; si on reste plusieurs jours sans agiter 
le matras, on voitimmédiatement apparaitre des tubes aériens 
formant une couche blanche a Ja surface du mycélium. 

La proportion d’alcool que |’on peut obtenir dans ces con- 
ditions est assez importante, puisqu elle dépasse souvent 8 0/0, 
et correspond a 14 0/0 environ de sucre disparu au bout d’un 
temps variable, mais qui ne dépasse guére un mois et demi; le 
pouvoir ferment, quiest le rapport du poids du sucre décomposé 
au poids de plante produite, varie alors de 20 a 30. 

Bien que l’action de l’Eurotiopsis sur le sucre soit comparable 
a celle des levures alcooliques, ce champignon ne peut en aucun 
cas produire la fermentation avec un manque aussi comple dair 
que ces dernieres. 


Ensemencé dans un liquide convenable dont la surface est couverte 
d’une couche d@’huile pour empécher les échanges gazeux avec l’atmosphére 
extérieure, le développement est presque nulet il n’y a pas de dégagement 
gazeux. Si la plante, développée au contact de l’air, est ensuite submergée, 
et que, pour empécher laccés de lair, on ferme le vase avec un tube de 
dégagement plongeant sous le mercure, dés que l’oxygéne a disparu dans 
Vatmosphére emprisonnée, on ne voit plus se former de bulles d’acide 
carbonique autour du mycélium. 


Dans ces conditions d’existence, la plante ne trouve donc 
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_ pas, dans la décomposition du sucre, une somme d’énergie suffi- 
sante pour sa vie active, puisqu’il faut nécessairement une cer- 
taine quantité d’oxygene libre venant de l’extérieur. 

Pendant cette vie génée, ’Eurotiopsis ne subit dans aucun 
cas un changement morphologique important analogue a celui 
que l’on connait pour les mucors 

En suivant, a l’aide du saccharimetre et de la liqueur de 
Fehling, la marche d’une fermentation de sucre interverti, on 
obtient les chiffres suivants : 


ROTATION GLUCOSE LEVULOSE a 
° RAPPORT — 
saccharim. 0/0. — a. 0/0. — b. b 


2) mai. Liquide primitif. 
27 —  4er Essai 

29 — Qe 

Cae 3° 


—— 4e 


L’examen de ces chiffres montre que le lévulose disparait 
plus vite que le glucose; ily a done fermentation élective, et 
Pélection est inverse de celle que nous avons constatée pour la 
combustion du méme mélange sucré. 

Rien nest plus contingent, en effet, que cette propriété élec- 
tive qui varie avec la plus grande facilité suivant les conditions 
physiologiques du développement de la plante. 

Glucose et lévulose seuls. — On ne constate pas de différence 
bien sensible entre le glucose et le Jévulose fermentant isolément 
et parallélement. 

Lactose interverti. — Avec ce mélange sucré, on a une fer- 
mentation un peu plus difficile qu’avec les sucres précédents ; elle 
s’arréte lorsque la proportion d’alcool atteint 4a 5 0/0. En sui- 
vant le procés de cette fermentation, on trouve qu’il ne parait 
pas y avoir de préférence pour l’un des sucres, pas plus qu’il n’y 
en a lorsqu’ils disparaissent par combustion complete, et cepen- 
dant l’un des sucres est plus résistant que l’autre. 

Galactose. — Le galactose seul, en effet, fermente bien plus 
difficilement que lorsqu’il est mélangé au glucose; Ja production 
d’alcool s’arréte a 2 ou 3 0/0, encore faut-il que la vie de la 
plante soit partiellement aérienne. 
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Maltose. — Quand on veut faire fermenter le maltose par l’Eu- 
rotiopsis, il faut prendre une couche florissante de moisissures, — 
remplacer le liquide épuisé par un liquide neuf, et agiler le vase 
de culture au moins une fois par jour pour mouiller la surface 
extérieure de la couche de moisissure et la submerger le plus 
possible. Le sucre disparait alors rapidement et presque uni- 
quement par fermentation. 

En matras Pasteur, la proportion d’alcool ne dépasse guere 
1&2 0/0 avec un développement particllement aérien. 

Comme dans la vie largement aérienne, la présence du glu- 
cose favorise considérablement le dédoublement du maltose, car 
un mélange des deux sucres 4 proportions égales fermente en 
entier comme sil n’y avait que du glucose. 


La fermentation du maltose est encore facilitée par un mélange de dex- 
-trine qui subit elle-méme la fermentation aprés transformation en glucose. 
La dextrine seule fermente méme beaucoup mieux que le maltose seul, en 
laissant cependant un résidu trés difficile 4 attaquer; on peut obtenir une 
proportion d’alcool voisine de 5 0/0.-Le moat de biére, constitué essentiel- 
lement par un mélange de maltose et de dextrine, fermente encore mieux 
que ce méme mélange fait artificiellement, et la quantité d’alcool que l'on 
oblient est trés supérieure 4 celle que donne la levure de biére, justement a 
cause de la fermentation de Ja dextrine. 

Ainsi, un mott de biére qui contenait 65 grammes de sucre réducteur 
calculéen maltose, et 96 grammes de glucose aprés saccharification par HCl, 
a donné, en fermentant avec |’ Euroliopsis, 4,6 0/0 d’alcool, tandis qu’avec 
une leyure basse, on en a obtenu 3,4 0/0 seulement '. 


Lactose. — Si on submerge sous une solution de lactose une 
couche florissante de moisissures développée sur ce sucre, on 
voit se produire, assez lentement, 2 a 3 0/0 d’alcool, sans qu’on 
puisse saisir un dédoublement du lactose. En matras Pasteur, la 
résistance de ce sucre & la fermentation est encore plus grande 
que celle du maltose. ; 


i : 


Les produits principaux de la fermentation alcoolique pro- 
duite par l’Eurotiopsis sont les mémes que ceux fournis par les 
leyures, c’est-a-dire l’alcool éthylique, l’acide carbonique, la 


1. Résultats analogues & ceux obtenus par MM. Gayon et Dubourg avec le 


mucor alternans (Ann. de la science agronomiqueé frangaise et étrangeére, t. 1, 
1887). 
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glycérine et Vacide succinique. Quant aux quantités de chacun 
de ces corps que l’on obtient, Jes moyennes d’un tres grand 
nombre d’essais sont les suivantes pour 100 grammes de sucre 


interverti décomposé : “s 
NISC at ae Selah fm = 
NCIC SCAT OMIGUC 2A tie At wasn eta oe AeA cdo eg 444 3 
2% PEM eesticeimicp ena. St fhe? oP aie pe eo oe ee 2593 Ti 
Cy Cee mean Mine, Fer, Sete. er caas. - e 1.8 P 
3 94.9 


Si on ajoute maintenant & ce tolal le poids de plante produite 
gui varie de 4 & 5 0/0, on voit que l’on approche trés pres du 

- _« sucre décomposé. : 
Kn comparant ces chiffres 4 ceux que Pasteur a obtenus avec 


la levure de biére, qui sont les suivants : = 

te 

ENRON cers aS Oa a eae dae te a a ae 48.6 i 
NCIUCRCALDOMIU Cr Mier ge ke enna So ey weve 46.8 a 

GEV CORI Clyee: tare eRe ec SGN cee a, tse oe phere te 3.2 a 

MCIGOPSUCCIMIQUC’: «want Mak anh ova yen tg es 0.6 
Celluloseret autres*matiéres:)..5Js.-....5 250-0. 4.2 = 
100.4 x 


~ On voit qwil y a des différences notables: la quantité de 
‘sucre qui fournit l’acide carbonique et l’alcool est plus faible 
dans le premier cas que dans le second, tandis que celle qui 
donne la glycérine et l’acide succinique est a peine plus impor- 
tante; toutefois le rapport des poids respectifs de ces deux der- 
niers corps est tres différent. [1 y a done une quantité plus = 
grande de sucre employé a former de la matiére organisée avec . 
VEurotiopsis qu’avec la levure, comme |’indiquent les poids dif- 
férents des cellules vivantes produites. 
Ces differences prouvent encore une fois ce qui a été dit par 
Pasteur ‘, que l’équation d’un phénoméne chimique d’ordre 
vital, comme la fermentation alcoolique, doit étre essentielle- 
ment variable avec la nature de l’organisme qui le produit. 


CONCLUSIONS 


» Comme beaucoup, de moisissures de sa famille, telles que 
lV Aspergillus niger ou le Penicillium glaucum, VEurotiopsis Gayont 


1. Etudes sur la biére, Paris, 4875. 


> 
ma 


42 ANNALES DE LINSTITUT PASTEUR. 


se cultive sur des milieux artificiels; la composition minérale 
du liquide Raulin lui convient trés bien, ainsi que sa composition 
azotée, laquelle s’est montrée supérieure a toutes les autres 
sources d’azote minéral ou organique qui ont été essayées. 

Sa nutrition hydrocarbonée, comparée a celle de |’ Aspergillus 
niger qui est la mieux connue, présente des différences notables. 
Certains corps, tels que l’alcool éthylique, la elycérine, la man- 
nite, le lactose, qui ne sont des aliments pourl’Aspergillus niger 
que lorsqu'il est arrivé 4 l'état adulte, sont parfaitement utilisés 
par l’Eurotiopsis au moment de la germination des spores. Par 
contre, le saccharose, qui convient particuligrement a |’ Asper- 
gillus niger, et Vinuline, sont complétement exclus de l’alimen- | 
tation de l Eurotiopsis. 

En étudiant la valeur alimentaire comparative des divers 
aliments de cette plante, on a vu que ce sont les sucres directe- 
ment assimilables qui fournissent, par jour, le rendement moyen 
maximum, un peu supérieur a celui que |’on obtient avec |’ Asper- 
gillus niger culltivé dans les conditions indiquées par Raulin. 

Les aliments indirectement assimilables utilisés par |’ Huro- 
(iopsis ne sont consommés qgu’apres avoir subi une transforma- 
tion diastasique analogue a celles qu’ils subissent de la part des 
autres cellules vivantes susceptibles de se nourrir des mémes 
aliments. La connaissance de ce fait important et des produits 
de ces transformations physiologiques est donc confirmée une 
fois de plus pour la plupart des aliments considérés; pour le 
lactose, son dédoublement préalable en glucose et galactose par 
une action diastasique qui le rend assimilable par une moisis- 
sure, se trouve démontré ici pour la premiere fois avec certitude. 

D’une maniére générale, quel que soit l’aliment hydrocarboné 
qui lui a donné naissance, cn peut manifester, en dehors de la 
vie de la plante, avec son liquide de culture ou son liquide cellu- 
laire, toutes les actions diastasiques qu’elle exerce en se dévelop- 
pant aux dépens de ses aliments hydrocarbonés indirectement 
assimilables. Ce qui est vrai pour I’ Ewrotiopsis s’applique tres 
probablement de méme a beaucoup d’autres champignons infé- 
rieurs. 

Si on considére la grande variété des transformations dias- 
tasiques que les moisissures peuvent produire, il est bien diffi- 
cile dadmettre que la présence d’une substance spéciale, d’une 
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diastase possédant une individualité propre, est la cause de 
chacune de ces transformations. 

Pour concilier cette hypothése avec Jes faits déja connus, 
d’abord ceux établis par M. Fernbach pour la sucrase et ceux 
que j'ai indiqués pour l’amylomaltase, il faudrait qu'une méme 
diastase présentat une double physionomie : la premiére dépen- 
dant de la nature de l’aliment a transformer, la seconde dépen- 
dant de Ja variété dela plante qui la produit. Or, ce ne sont pas 
la les caractéres d’un corps chimiquement défini. 

On ue s’explique pas bien non plus, dans cette hypothese, 
quune méme transformation diastasique soit influencée d’une 
facon différente parles agents physiques ou chimiques, et qu’elle 
présente un caractére spécial 4 ce point de vue, pour chaque 
plante d’ou elle dérive. 

Dans la nutrition hydrocarbonée de |’ Eurotiopsis, comparée a 
celle de l’Aspergillus niger, on trouve encore une différence assez 
importante. Avec ce dernier champignon, lorsque l’oxygéne de 
Yair fait défaut, on voit apparaitre l'acide oxalique' comme 
produit intérimaire de la combustion, tandis qu’ayec |’ Ewrotiopsis 
on ne le retrouve jamais. Mais, dans ces conditions, la nutrition 
hydrocarbonée de celui-ci subit une déviation qui se traduit par 
la fermentation alcoolique du sucre. 

Ein exagérant les conditions ou sa vie est génée par la tempé- 
rature et le manque d’oxygéne, la plante arrive a produire des 
quantités d’aleool supérieures a celles que l’on obtient avec les 
leyures de mucor ou de certains saccharomyces, sans que sa 
constitution morphologique subisse une transformation impor- 
tante. 

L’Eurotiopsis est done un trait d’union plus parfait que les 
autres champignons connus entre les moisissures qui sont de 
purs agents de combustion et les levures dont le réle principal 
est de produire la fermentation alcoolique du sucre. Le caractere 
ferment chez l’Eurotiopsis est d’ailleurs d’une élasticité remar- 
quable, car il peut varier facilement de 1 a 10. 


4. M. Duclaux, loc. cit. 
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FIXATION DE L’AZOTE LIBRE 
PAR LE BACILLE DES NODOSITES DES LEGUMINEUSES 


Par M. MAZE 


(Travail du Laboratoire de chimie agricole 4 l'Institut Pasteur.) 


La fixation de l’azote libre par les Jégumineuses portant des 
nodosités sur leurs racines n’est pluscontesltée nullepart: le point 
sur lequel les savants ne sont pas encore d’accord, c’est sur le 
mécanisme de celte fixation. L’explication serait bien simple si 
le bacille des nodosités était capable d’emprunter a l’atmospheére 
de l’azote gazeux. Mais toutes les tentatives faites pour démon- 
trer l’existence de cette propriété sont restées a peu pres stériles. 
Elles n’ont abouti gqu’a démontrer Ja fixation de quantités d’azote 
tres minimes, dépassant de tres peu, dans les cas les plus favo- 
rables, les limites des erreurs d’expérience. De sorte qu’en 
désespoir de cause on s’est arrété & cette explication vague que 
la fixation d’azote résulle d’une symbiose de la plante et de la 
bactérie. 

Ce mot symbiose est un mot adstrait qu’on met a la place des 
notions concrétes que la science ne posséde pas. S’il a par lui- 
méme une signification, il ne peut vouloir dire autre chose que 
ceci : si on fournit a la bactérie, en quantité et en qualité, tout ce 
que la plante lui donne, cette bactérie devra se comporter en 
cultures artificielles comme elle le fait surJa plante, et si c’est elle 
qui fixe azote, elle devra aussi fixer ce gaz dans un matras ow 
on la cultive. 

C’est au moins a cette conception que m’a conduit la Revue 
critique que M. Duclaux a publiée dans ces Annales (1894, 
p. 728), et dans laquelle il mettait en regard du travail négatif 
nécessaire pour l’organisation de l’azote gazeux, les travaux 
positifs fournis parcertaines matiéres alimentaires quele microbe 
fixateur d’azote était obligé de consommer. II n’y avait, pour 
mettre cette idée en ceuvre, qu’a chercher, dans les documents 


es 
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publiés, quels étaient les besoins alimentaires du bacille des 
nodosités. 

En réfléchissanta ce sujet, il m’a paru qu’on avait fait erreur 
au sujetde l’alimentation en azote de ce bacille. Sous prétexte 
qu'il est capable d’assimiler cet azote sur lesracines de la plante, 
on ne le lui ad’ordinaire fourni qu’a l'état gazeux dans la cul- 
ture artificielle, ou encore a V’état de sels ammoniacaux ou 
d’asparagine. Pourquoi le contrarier lorsqu’on veut l’interroger 
sur ses fonctions physiologiques ? Dans la plante, il trouve une 
matiére albuminoide toute faite dés l’origine, et il suffit qu’il 
puisse contribuer a l’augmenter. Conformément a ce point de 
vue, on pouvait essayer de le cultiver en présence d’une matiére 
albuminoide, de légumine de préférence, et de voir si le poids 
total d’azote combiné dans la culture estplus grand a lafin qu’au 
commencement. 

Sil fixe de Vazote, il doit, conformément aux résultats de 
M. Winogradsky, et aux idées développées par M. Duclaux, dé- 
truire de la matiére hydrocarbonée. 

Il est difficile de savoir celle que lui fournit la plante; mais on 
peut, dans les cultures artificielles, se contenter du saccharose, 
dont Frank, Laurent, Beyerinck ont constaté l’action bienfai- 
sante. Ils Vont seulement employé un peu timidement, les 


premiers a la dose de 1 0/0, M. Beyerinck a la dose de 2 0/0 © 


dans ses derniers essais. I] semble qu’on puisse augmenter ces 
doses,si la destruction d’une certaine quantité de sucre est la 
rancon de l’organisation d’une certaine quantité d’azote. 

Enfin ’oxygene semble non moins nécessaire pendant la durée 
dela culture. La bactérie des nodosités en trouve constamment 
dans le sol, et sa forme rameuse, la forme ramifiée, aplatie, striée 
des nodosités semble attester ce besoin d’oxygéne. 

Ceci conduisait & essayer des cultures en surface sur des mi- 
lieux solides, et j’ai par ce moyen obtenu en effet, comme on 
va le voir, en quatre jours, ala température de la chambre au 


mois de juillet, des cultures d’une richesse incomparable. L’é- 


Lr 


paisseur du dépOt muqueux dans les tubes verticaux a gélose 
inclinée atteint 1,5 4 2c. c. en 8 jours. 

Le bouillon dont je me suis servi provenait d’une infusion 
4100° de haricots blancs pendant une demi-heure. J’évitais de 
pousser jusqu’a la cuisson, pour que la fécule ne se répandit pas 


\ 
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dans le liquide. Ce bouillon contenait environ 5 dix-miliemes 
d’azote. On y ajoutait 2 0/0 de saccharose, 1 0/0 de chlorure de 
sodium et des traces de bicarbonate de soude. 

Le bouillon précédent, solidifié par l’addition de 150/0 de 
gélose, est réparti en couches trés minces sur le fond plat de 
grands vases, de 20 & 22 cm. de diamétre. 

L’épaisseur de la gélose varie de 0 44 millimetres, car le 
fond est généralement un peu convexe en dedans. 

Ces vases, bien connus des hactériologistes, sont munis d’un 
goulot vertical de2a 3 centimetres de diamétre, avec étranglement; 
une petite tubulure latérale, horizontale, placée a 1 centimétre 
environ au-dessus dufond, permet de faire passersurles cultures un 
courant d’air continu; j’espérais par ce moyen parvenir a exalter 
activité du microbe, en satisfaisant largement a ses besoins 
d’oxygtne. Plusieurs vases, rendus solidaires les uns des autres 
par des tubes de caoutchoue, étaient placés sur un méme courant 
d’air produit par un aspirateur d’une capacité de 11 litres. 

Il est bien évident qu’ilfallait prendre la précaution de purger 
cet air de toute trace d’azote combiné; dans ce but, on lui fai- 
sail traverser: 

1° Un tube de verre peu fusible, rempli de tournure de cuivre 
sur une longueur de 30 cm. a peu prés, et modérément chautfé 
au-dessous du rouge sombre de facon & ne pas produire un 
appauvrissement sensible de l’air en oxygene; comme les 
nitrates se trouvent sous forme de poussiéres cristallines dans 
Yatmosphére, on en interceptait la plus grande partie par une 
longue bourre d’amiante placée en avant du cuivre; 

2° Un tube a ponce sulfurique destiné a absorber]’ammonia- 
que libre, qui est le composé azoté le plus important de l’atmo- 
sphtre, surtout de celle des laboratoires ot on fume et ov il s’en 
forme constamment pendant la combustion du gaz; 

3° Un barboteur a eau qui avait pour but de saturer l’air de 
vapeur d’eau, afin d’éviter la moindre évaporation dans les 
vases de culture. 

Le dernier de ces vases était en communication directe avec 
Vaspirateur. Celui-ci était réglé de facon a débiter 20 litres 
par 24 heures, sans compter le renouvellement plus rapide de 
atmosphere des cultures qui se pratiquait tous les matins,. 
afin de la débarrasser des produits gazeux de la respiration 
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accumulés pendant la derniére partie de Ja nuit, a la faveur 
d’une circulation trop lente causée par une diminution de pression 
dans l’aspirateur. Cette précaution se justifiait également par 


absorption sensible d’oxygéne provoquée par un contact trop 
prolongé de lair avec le cuivre chauffé. 


Je dois noter aussi la facgon dont je faisais ’ensemencement 


des vases, car il n’est pas facile de recouvrir une sigrande sur- 
face de gélose d’une couche uniforme de germes si l’on ne veut 
pas y introduire une quantité sensible d’eau; j’ai obtenu un 
résultat tres satisfaisant a l’aide d'une pipette a étranglement 
munie d’une effilure aussi fine que possible, et dont l’extrémité 
était tordue en demi-tour de spire; c’était en somme un petit 
pulvérisateur; la pression nécessaire était fournie par wne poire 
en caoutchouc; en imprimant a la pipette un mouvement de 
rotation, on recouvrait la surface de la gélose d’un nuage de 
gouttelettes liquides; l’ensemencement pouvait se faire de cette 
fagon par la tubulure horizontale, ce qui permettait d’éviter 
toute chance de contamination. 

Exprérience I, — Le 2 juillet, trois vases ont été ensemencés; 

le 4, la surface de la gélose était recouverte d’une couche réguliére 
' de microbes, a surface glacée caractéristique ; au bout de quatre 
jours, le mucus était déja tres abondant; le développement, a la 
température de la chambre oscillant entre 20 et 25°, se faisait 
tres. vite. 

Apres dix jours, la surface de la gélose était recouverte d’une 
couche de mucosilé dont l’épaisseur était remarquable ; le cou- 
rant.d’air semblait exercer sur le développement du bacille une 
influence trés favorable. A partir du 12° jour, l’aspect ne change 
plus; lexpérience est arrétée le 17 juillet; elle avait duré 15 jours, 
la culture examinée au microscope se montre pure; le mucus 
est*peu visqueux, mais d’une consistance épaisse ; les batonnets 
sont courts, gros, et se colorent difficilement, méme par la 
fuchsine; les cultures ne montrent pas de jeunes bacilles bien 
colorés; les matiéres nutritives du milieu devaient étre bien 
épuisées. Pour vérifier la pureté des cultures, j’ai ensemencé 
quelques tubes de gélose afin d’examiner les organismes jeunes ; 
trois jours apres, ces tubes présentaient l’aspect caractéristique 
des cultures; le microscope montrait des batonnets irréguliers, 
avec une extrémité légerement renflée. 
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Les dosages de l’azote avant et apres l’expérience ont été 


‘faits par le procédé Kjeldahl, la masse liquéfiée était aspirée 


dans des ampoules de verre paroi tres mince, tarées d’avance, 
d’une contenance de 748 c. c.; on les remplissait a 1/2 c. c. 
pres, puis on en fermait les deux extrémités a la lampe; pesées 
A nouveau, on les introduisait dans les ballons ou devait sefaire = 
Vattaque par l’acide sulfurique; l'‘ampoule présentait toujours du 
coté du goulot Ja bulle d’air emprisonnée; on la brisait en appli- 
quant sur cette bulle l’extrémité d'un agitaleur en verre, rougie 
a la flamme. ; : 
Puis on évaporait & quelques gouttes au bain de sable, a une 
température inférieure 4 100°; le petit volume de liquide restant 
était reporté sur Jes parois du ballon par agitation, ets’ évaporait 
presque en totalité pendant le refroidissement du ballon; l’at- 
taque se faisait en présence d’une goutte de mercure; l’acide 
sulfurique employé avait été vérifié par une opération a blanc. 
Voici les résultats fournis par analyse, pour la premiére « 
expérience; ils ne sont pas l’expression d’une moyenne de 
plusieurs analyses; mais bien les chilfres de plusieurs opérations 
concordantes. 


Azote initial dans les trois vases.............. 6Qmgr 1 
Azotestimally at. 2, toro eh Lae 102, 9 
GAIN DEAZOTE yas geeee ee re 4Qmgr8 


Rapport de l’azote gagné a l’azote initial = 2/3 environ. « 
Il eit été trés intéressant de déterminer par l’analyse la quantité 
de sucre consommé; mais j’ai craint de saccharifier une partie 
de la gélose par l’action de l’acide employé pour intervertir le 
saccharose; en supposant que toutle sucre a été transformé, 
soit 3 gr. 75, le rapport de l’azote gagné au sucre détruit 
est on = 0,013,a peu pres. ? 

Ce rapport évalué ainsi un peu prématurément nous servira 
plus loin, lorsque de nouvelles expériences nous permettron tde ‘ 
le considérer comme a peu pres rigoureux, c’est-a-dire, lorsque 
nous nous serons convaincus que, dans la nee de l’expérience, 
tout le sucre introduit a été consommeé. 

Exprirrence II. — Dans le cours de l’expérience précédente, 
je me suis demandé s'il ne s’était pas produit une déperdition 


’ 
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d’azote sous forme d’ammoniaque entrainée par le courant d’air, 
Les cultures du bacille des légumineuses dans du bouillon de 
haricot exhalent une forte odeur, qui n’est pas sans analogie 
avec celle que dégagent les fromages a pate molle (brie et ca- 
menbert). 

_ Je connaissais depuis longtemps cette odeur; mais, dans ces 
cultures en grande surface et a circulation d’air, elle était devenue 
tellement pénétrante que des doutes me vinrent sur sa nature. 
Y avait-il de l’ammoniaque dans les gaz recueillis dans l’aspi- 
rateur? L’hypothése n’a rien d’invraisemblable; un grand 
nombre de microbes aérobies transforment les matiéres albumi- 
noides en ammoniaque. Le bacille des légumineuses pouvait 
a la rigueur en faire tout autant. Cette observation exigeait 
Vinterposition d’un barboteur a acide sulfurique entre le der- 
nier vase de culture et |’aspirateur. : 

Une deuxieéme expérience ful donc mise en train avec cette 
seule modification, le 25 juillet; le 26, le développement est 
manifeste; il marche activement, comme dans. la premiere 
expérience; la quantilé de mucosité formée est également sur- 
prenante; le 9 aotit, on a mis fin & l’expérience, elle a duré 
15 jours. 

L’analyse du liquide du barboteur n’a pas donné de traces 
d’ammoniaque ; ce résultat était d’ailleurs a prévoir, car l’odeur 
du gaz sortant de la culture n’était pas sensiblement modifiée 
par l'acide sulfurique; cette analyse a constitué en somme une 
vérification nouvelle des réaclifs et des appareils. 

La quantité de gélose répartie dans deux vases était de 
175 gr. 238; analyse a fourni : 
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Azote gagné 47,5 Fs ¢ 
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Le rapport de l’azote initial au sucre consommé n’est vrai 
que sous la réserve indiquée précédemment. Cet inconvénient, 
4A 
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inhérent ala gélose, joint a celui qui résulte de l'emploi d’am- 
poules de verre pour effectuer les pesées, constituaient un défaut 
de méthode et une difficulté de manipulation qu'il fallait éviter. 

Les milieux liquides, seuls, peuvent permettre de les tourner, 
car il ne fallait pas songer a la gélatine. 

Les milieux liquides, je l’ai dit, ne m’avaient pas fourni, 
dans mes essais avec des tubes ordinaires, des résultats compa- 
rables & ceux que j’avais oblenus avec de la gélose; le dépét 
formé lentement au fond des tubes, dans un’ liquide dont 
l’épaisseur variait de 445 c.c., semblait inerte; on aurait ditun 
dép6t de matiére amorphe ; cependantj’ai vu dans la suite qu’en 
prenant la précaution de ne jamais agiter les tubes, on obtient des 
résultats idenliques & ceux que je vais exposer dans l’expérience 
suivante. Pendant que la plus grande partie des microbes 
tombe au fond des tubes, quelques-uns se maintiennent a la sur- 
face et se disposent en cercle contre la paroi, dans cette partie 
du liquide qui s’éléve par capillarité le long du verre; ils s’y 
multiplient et forment peu 4 peu une membrane continue qui 
recouvre toute la surface du bouillon; il faut attendre au moins 
quinze jours pour obtenir cette membrane; mais la plus petite 
secousse la submerge; elle se disloque et tombe peu a peu au 
fond, pour ne plus se reformer; lorsqu’elle se maintient a la 
surface, elle s’épaissit rapidement et forme une sorte de bou- 
chon a surface luisante, réguliére ; le liquide sous-jacent devient 
visqueux; €épais, peu coulani; il reste cependant hyalin, trans- 
parent; quelques rares flocons presque imperceptibles s’y main- 
tiennent en suspension. D’ou provient cette viscosité du liquide? 
Evidemment d'une élaboration particuliére au bacille des légu- 
mineuses, et non del’action d’une diastase quelconque surlesucre 
du bouillon, car le liquide qui surnage le dépdt formé au fond 
des tubes dans les cultures dépouryues de membrane reste fluide 
et tres coulant. On ne peut attribuer ces résultats qu’é une 
aération plus ou moins parfaite. 

M. Laurent' du reste, avait déja préconisé Vemploi de 
couches minces de liquide, 3 ou 4 millimetres tout au plus; il 
avait vu quen prenant celte précaution on favorisait le dévelop- 
pement du bacille. Mais pour se mettre a l’abri de l’azote com- 
biné de l’air, il recommande d’effiler les tubulures du récipient 

4. Ges Annales, 1892; 
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de culture; c’était une précaution nuisible, car dans ces condi- 
tions, l’aération se faisait mal; mais cet inconvénient n’existail 
plus dans les expériences que j’allais tenter, car j’avais adopté 
la disposition qui m’avait déja donné des résultats si encoura- 
geants: seul le barboteur a acide sulfurique, dont la présence 
était inutile, avait été supprimé.. 


Expinience HI. — Le 7 aotit, deux vases recoivent chacun 
50 c.c. de bouillon de haricot additionné des substances sui- 
vantes : 
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Dés le premier jour le liquide se trouble; puis le 2° et le 3° 
jour, il se forme un dépdt qui constitue bientOt une membrane, 
adhérant légerement au fond; le 5° jour, la mucosilé est telle- 
ment épaisse dans les parties les moins profondes du liquide, 
qu’elle forme un bourrelet visiblement plus élevé que le niveau 
du liquide; ce bourrelet n’obéit pas aux mouvements imprimés 
au vase ; il gagne les parties les plus profondes qui se gélati- 
nisent peu a peu pour se figer a leur tour vers le 13° jour; le 
45° jour toute la masse est presque solide; elle coule pénible- 
ment, lorsqu’on incline les vases; son aspect, d’un blanc grisatre, 
rappelle celui de la vaseline; la surface est régulitre, glacée. 

Le 23 aout 1896, on met fin a l’expérience; la culture se 
diffuse facilement dans eau; aucune trace de membrane ne 
subsiste apres une légere agitation. 

Les résultats de l’analyse pour les deux vases réunis sont 
les suivants : 
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Rapport de I’azote initial au sucre initial : 


Rapport de l’azote gagné au sucre initial. 
23,4 
600 


< 0,04 


& 


he 


Dans Vespace de 16 jours, tout le sucre avait élé consommeé ; 


‘nul doute que dans les cultures sur milieu solide, le méme résul- 


tat était atteint lorsqu’on a mis fin a l’expérience ; nous pouvons 
donc maintenant considérer les rapports établis comme tout a fait 
rigoureux. 


CONCLUSIONS 


Les résultats précédents réalisent d’un bout a lautre les 
espérances que j’avais formulées a priori. Les bacilles des légu- 
mineuses placés dans un milieu convenable qui rappelle d’aussi 
pres que possible les conditions naturelles qu’ils trouvent dans 
les nodosités, se développent d’une facon surprenante et rem- 
plissent leur fonction si importante de la fixation de l’azole libre 
de l’atmosphere. 

Le symbiose n’est plus nécessaire pour expliquer la fixation 
de l’azote libre de l'atinosphere par le microbe des nodosités; 
cetle propriété lui appartient en propre, indépendamment ‘de 
Vinfluence exercée par la plante. Il ne nait point du concours de 
ces deux étres une force nouvelle dont l’action est nécessaire 
pour faire entrer l’azote libre dans les composés organiques ou 
organisés, el ’hypothése adoptée jusquici pour expliquer le 
mécanisme de la symbiose, exposée avec tant de netteté par 
M. Duclaux (loc. cit.), reste entitre et recoit la consécration de 
lexpérience. La plante héberge un étre et lui fournit Jes hydra- 
tes de carbone el l’azote organique dont il se nourrit; il y puise 
en méme temps l’énergie nécessaire pour fixer ]’azote libre qwil 
doit mettre, comme le dit M. Nobbe, sous une forme assimilable 
pour le végétal. 

Les insuccés auxquels on a été conduit jusqu’ici dans les 
nombreux essais que l’on a tentés dans cette voie, sont dus prin- 
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cipalement & un défaut de méthode et 4 une évaluation trop 
superficielle de l’énergie nécessaire pour permettre au bacille des 
nodosités de faire entrer |’azote atmosphérique dans une combi- 
naison endothermique. Placer cet organisme dans un milieu 
privé d’azote combiné revient 4 l’obliger a se nourrir aux dé- 
de azote atmosphérique ; c’est lui demander un surcroit de tra- 
vail qu’il n’est pas capable de fournir. 

Il faut avant tout qu’il assure son existence et qu’il se multi- 
plie aux dépens d’une réserve toute préparée, tout comme la 
plante vit aux dépens des ressources accumulées dans les cotylé- 
dons en attendant qu’elle ait formé les organes qui lui permet- 
trons de prendre ses aliments dans lesol et dans lair. 

Les jeunes cellules une fois formées, se paieront le luxe d’un 


travail facultatif, a condition qu’elles trouvent dans les milieux 


de culture un excés d’hydrate de carbone qui fournira de |’éner- 
gie pour faire la synthese des composés quaternaires. 

On voit que la dose de sucre ne peut guére tomber au-des- 
sous de 2 0/0, car les expérimentateurs qui ont opéré avec des 
milieux renfermant 10/0 de sucre seulement, n’ont pas constaté 
d’enrichissement sensible en azote. 

L’acces facile de air exerce également une influence trés 
favorable sur la fixation de l’azote, et cela se comprend, car la 
rapidité de la combustion du sucre est en relation avec la quan- 
tité d’oxygeéne fourni aux cultures, C’est parce qu'il n’a pas rem- 
pli cette condition d’aération que M. Beyerinck n’a observé 
qu'une fixation trop faible pour étre affirmatif. Nous reviendrons 
plus tard sur le réle de lair. 

Pour le moment, il nous reste 4 présenter quelques observa- 
tions sur les rapports que nous avons établis entre l’azote gagné 
et le sucre initial fourni aux cultures. 

Dans l’expérience II, ce rapport est un peu inférieur 41 0/0; 
si les mémes conditions étaient réalisées dans la plante, celle-ci 
devrait fournir au bacille un poids d’hydrate de carbone 100 fois 
plus grand que le poids de I’azote total qui fait partie de ses 
tissus 4 la fin de son développement ; autrement dit, la piante 
devra fournir au bacille 100 grammes d’amidon pour recevoir en 
échange 1 gramme d’azote: 

Une plante peut-elle suffire @ ce travail? Cette question reste 
sans réponse, en ce qui concerne les légumineuses; car nous 
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n’avons aucun moyen d’évaluer |’énergie disparue, par la com- 
bustion des hydrates de carbone, qu’en tablant sur l'un des rap- 
ports que nous avons établis ; ce serait une facon bien grossiére 
de trouver la quantité d’hydrate de carbone que la plante doit 
produire, etnon celle qu’elle peut produire. Mais nous pouvons 
procéder par comparaison avec la betteravea sucre, pour laquelle 
les éléments de notre rapport sont connus. Une bonne hetterave 
& sucre renferme en moyenne 1,40 0/0 de matiéres azolées solu- 
bles et insolubles; et 14 0/0 de saccharose. On sail qu’on peut 
passer de l’azote total ala protéine brute en multipliant le chiffre 
fourni par l’analyse par le facteur 6,25. Faisons ici Lopération 
inverse ; elle est loin d’élre rigoureuse ; mais nous opérons sur 
des moyennes; nous obtenons ainsi pour I’azote total de la bet-_ 
terave 0,224 0/0. 
Le rapport de I’azote total au sucre est donc: 


0,224 
44. 


= 0,016 


Ce chiffre est un peu supérieur a celui qui nous a été fourni 
par l’expérience III; maisil y a des betteraves dans lesquelles le 
sucre alteint 18 a 20 0/0 du poids de la racine. 

On voit donc que la betterave pourrait facilement emprunter 
son azote a l’atmospheére pendant sa seconde année si, comme 
dans les légumineuses, une cause étrangeére venait transformer 
dans ce sens toute l’énergie qu’elle peut accumuler. 

Les légumineuses ne possédent pas d’autre réserve d’hydrates 
de carbone gue celle qui se trouve dans les graines; mais elles 
sont particulitrement riches en azote, et maintenant nous pou- 
vons affirmer qu’elles peuvent, aussi bien que labetteravesucriére, 
emprunter aux radiations solaires l’ énergie nécessaire pour fabri- 
quer, par l'intermédiaire des bacilles, toute la mati#re azotée 
qui entre dans leurs tissus : le rapport de la surface foliaire au 
poids total de la plante dans le tréfle ou la luzerne par exemple, 
est certainement tout aussi élevé que celui que fournit la bette- 
rave ; la durée de végétation des légumineuses est en outre plus 
longue que celle de la betterave; la température minima a 
laquelle cette végétation se manifeste est encore en faveur des 
légumineuses. 


CONTRIBUTION A LETUDE DU BACILLE TYPHIQUE 


Par MM, P. REMLINGER ar G, SCHNEIDER 


MEDECINS AIDES-MAJORS 


(Travail du laboratoire de bactériologie du Val-de-Grace). 


I 


Le bacille typhique existe-t-il dans ]a nature, en dehors de 
Vhomme malade et des produits qui en émanent? Cette question 
nest pas dénuée d’intérét au point de vue de l’étiologie générale 
de la fiévre typhoide. 

La dothiénentérie n’est assurément pas une maladie dont la 
cause parasitaire s’entretient uniquement par passages a travers 
Vorganisme humain. Par son ubiquilé, sa fréquence, sa perma- 
nence dans les centres urbains de tous les pays, et divers attributs 
épidémiologiques, elle se rapproche plutét de certaines affec- 
tions, également ubiquitaires et communes (pneumonie, diphté- 
rie, etc.) dont le germe, sans doute dispersé dans les milieux 
ambiants, habite souvent l’une ou l’autre de nos cavilés natu- 
relles. Aussi a-t-on pensé que lagent de la fievre typhoide 
devait étre plus répandu dans la nature qu’on ne le suppose 
d’habitude et que méme, a l’instar du pneumocoque, du strepto- 
coque, du bacille diphtéritique, etc., il pouvait exister dans les 
cavités digestives de homme sain. Cette hypothése, émise par 
le professeur Kelsch dans ses cours et ses écrits, développée 
dans son enseignement par le professeur Vaillard, leur a paru 
seule propre a interpréter d’une manieére rationnelle l’ensemble 
des faits épidémiologiques. Il importait donc de la vérifier, car 
de sa confirmation peut dériver quelque éclaircissement sur 
les points encore obscurs de l’étiologie. 

Rechercher le bacille typhique dans les milieux extérieurs 
ou les cayités naturelles de 1” homme sain était nagueére une 
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tache malaisée, sinon vouée & un échec presque certain. La dif- 
ficulté principale résultait de la coexistence habituelle du bacille 
d’Eberth et du bacterium coli dans les matitres examinées, et de 


Goes eer inte presque absolue de séparer ces deux microbes 


avec la technique et les milieux proposés. 
Lb beuliun Losener ‘,-en utilisant la gélatine additionnée ale 


3a5 dix-millitmes d’ seals phénique, avait rencontré dans l’in- 


testin d’un porc, dans un échantillon de terre, dans les matiétres 


fécales @’un homme sain, enfin dans l’eau de son laboratoire, un 
bacille qwil ne pouvait différencier du bacille typhique. En pré- 


sence de ces faits, il reconnaissait la nécessité d’une enquéte 
plus générale et plus approfondie. 

Dans unrécent mémoire *, Elsner a fait connaitre un procédé 
simple et efficace pour l’isolement du bacile typhique des 
produits ot il se trouve mélangé a des *bactéries diverses, y 
compris le coli-bacille. ‘Apolane’ par son auteur et divers bacté- 
riologistes (Lazarus, Brieger, Chantemesse) 4 l'étude des selles 
des iyphoidiques, le procédé d’Elsner donnait des succes presque 
constants. Un progres notable était des lors réalisé. 

Munis de cette technique, nous avons, sur les conseils et 
sous la direction de M. le professeur Vaillard, entrepris de recher- 
cher l’existence du bacille typhique dans différents milieux 
extérieurs, les eaux, le sol et-aussi le tube digestif de sujets non 
atteints de fiévre typhoide. 

Avant de mentionner les résultats obtenus, nous indiquerons 
sur quels fondements ils s’appuient. 


iB 

Le milieu d’Elsner se compose d’un mélange, en propor- 
tions définies, de macération de pomme de terre, de gélatine et 
WVioduré de potassium. Sa réaction doit étre légerement acide. 
D’apres Elsner, le coli-bacille et le bacille d’Eberth s’y déve- 
loppent 4lexclusion des autres germes, avec des caracléres tres 
différents qui permettent de distinguer facilement leurs colonies 
respectives. Les colonies du bacille typhique sont petites, trans- 

41. Losener. Arbeien aus der kaiserlichen Gesundheitsamte, 1895. 
2. Eusner. Untersuchungen iiber electives Wachsthum der bacter tum-Coli Arten 


und des Typhusbacillus und dessen diagnost. Verwerthbarkeit, Zeitschr. is 
Hyg., 1896. 


s 


« 


eK Be ee ee nea 
ic cada: 
UBIQUITE DU BACILLE TYPHIQUE, 37 


parentes, & peine visibles, celles du bacterium coli sont au 
contraire plus grandes et opaques ; les premieres n’apparaissent 
que vers le quatritme jour, les secondes, plus hatives, dés le 
deuxiéme. 

Les qualités attribuées par Elsner 4 la gélatine iodurée ne 
sont pas aussi absolues qu’il l’estime dans son mémoire. Diver- 
ses bactéries autres que le B. coli et le bacille d’Eberth s’y déve- 
loppent et le liquéfient, comme I’ont déja signalé MM. G. Roux, 
Rodet, et Grimbert. D’autre part, les caractéres des colonies coli- 


hacillaires ou Eberthiques ne sont pas toujours aussi différen- 


és qu’ Elsner I’a décrit. Certaines colonies punctiformes, trans- 
parentes, sont con8tituées par une variété de coli, voire méme 
des coccus; par contre, des colonies opaques peuvent offrir dans 
les cultures tous les caractéres du bacille typhique. Elsner‘ a 
dtireconnaitre, d’ailleurs, queson milieu n’avait aucune propricté 
spécifique pour la différenciation du bacterium coli et du bacille 
d’Kberth. Ces réserves faites, il n’en reste pas moins que l’em- 
ploi de la gélatine iodurée est un excellent moyen de recherche 
si, n’accordant a l’aspect macroscopique des colonies qu'une 
importance relative, on s’attache a étudier indistinctement toutes 
celles qui se développent a la surface d’une plaque, a l’exception, 
bien entendu, des especes liquéfiantes : c’est en procédant de la 
sorte qu’on utilisera le mieux les avantages du procédé ?. 

De la diagnose du bacille typhique. — Dans Vimposibilité ac- 
tuelle de reproduire expérimentalement chez l’animal la fiévre 
typhoide de l'homme, la diagnose du bacille typhique repose 
sur un ensemble de caractéres dont la réunion est nécessaire 
pour conclure 4 une identification légitime. . 

Lésener, abasé son diagnostic sur les caracteres suivants : 

1° Aspect caractéristique des cultures sur gélatine. ; 

2° Vive mobilité des bacilles et variations de forme dans des 
milieux de culture favorables ; 


4 

4, Congrés de médecine interne de Berlin, 1896. 

2, Bn raison de leur extréme petitesse, les colonies formées par le bacille 
typhique sont souvent difficiles 4 prélever pour les ensemencements. La prise en 
est facilitee par ’emploi d’une trés petite curette métallique qui enleve le bloc 
de gélatine sur lequel repose la colonie choisie. 

Les colonies ainsi transportées dans le bouillon pour l’étude ultcrieure 
donnent parfois naissance a des cultures mélangées. L’isolement des espéces 
est facile par un nouvel emploi du milieu d’Elsner. 
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3° Grand nombre de cils ; : 

4° Non coloration par le procédé de Gram; 

5° Culture, sans dégagement de gaz, dans des milieux ad- 
ditionnés de sucre de raisin, de lait ov de canne; 

6° Culture dans le lait, sans coagulation ; 

7° Absence d’indol dans les cultures ; 

8° Réaction acide des cultures dans le petit-lait (le degré 
d’acidité ne doit pas dépasser 3 0/0 sil’on emploie la solution nor-_ 
male de soude 41/10); 

9°Identitéde développement sur une pomme de terre dont une 
des moitiés est ensemencée avec un bacille d’Eberth éprouvé, et 
Vautre avec le bacille étudié; . ; 

10° Culture tardive dans la solution normale de Maasse ‘ ad- 
ditionnée de glycérine; 

11° Action pathogeéne. 

Aces caractéres d’ordre courant, et que nous avons invaria- 
blement recherchés, il convient d’en ajouter d’autres : 1° l’inap-— 
titude ase développer sur un milieu de culture ot le bacille 
typhique a déja vécu (Chantemesse et Widal *), 2° et surtout, le 
mode d’action du sérum des animaux immunisés contre le bacille 
typhique (action agglutinante sur les cultures, action préventive 
contre lV’infection). 


I. ActION AGGLUTINANTE DU SERUM. — 


Les modifications que subissentles cultures du bacille d’Eberth 
lorsqu’on les additionne d’une petite quantité de sérum antity- 
phique, ont été données, depuis le travail de Gruber et Durham, 
comme un moyen de distinction de ce microbe ; leur importance 
a acquis plus de notoriété depuis que Widal a appliqué au dia- 
gnostic de la dothiénentérie les propriétés agglutinantes du sérum 
des sujets atteints de cette affection. 

Cette réaction deVagglutination a été surtout recherchée au 
moyen du sérum d’un cheval immunisé contre le bacille typhique 
par M. le D' Chantemesse?. 


Chaque épreuve portait simultanément sur les cultures du 


4. Asparagine, acide malique, chlorure de sodium, etc. 
2. Archives de Physiologie, 1887. 


3. Ce sérum, trés actif, déterminait, a trés faible dose, une agglutination rapide 
et remarquable des cultures du bacille typhique. 
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bacille 4 étudier, celles d’un bacille d’Eberth authentique et du 
bacterium colt, toutes faites dans le méme milieu et placées dans 
des conditions identiques. Ces différentes cultures étaient addi- 
tionnées d’une dose égale du méme sérum : deux goultes pour 6a 
8 c. c. d’une culture de 24 heures. L’addition de sérum était 
faite soit dans une culture de quarante-huit heures, soit dans 
le bouillon avant ’ensemencement. Etaient seules considérées 
comme susceptibles d’identification avec le bacille typhique les 
cultures qui, présentant tous les autres caracléres requis, réagis- 
saient exactement comme lui sous l’influence dusérum employé. 

Kn outre, du jour ou M. Widal* eut fait connaitre l'action 
egeglutinante du sérum des typhoidiques, l’épreuve était simulta- 
nément faite, dans les conditions indiquées, avecle sérum d’un 
typhoidique et le sérum provenant du cheval immunisé. Dans 
ce cas, il était constant de voir que les cultures étudiées réagis- 
saient d'une maniere conforme: tantot nettement agglutinées 
par les deux sérums, tanlot également indifférentes a l’un et a 
Vautre. 

Quelle valeur convient-il d’attribuer 4 cette épreuve? 
Diverses observations tendent a établir que des microbes diffé- 
rents peuvent étre agglutinés par le méme sérum, Max Gruber 
et Durham’ signalent que le bacillus enteridis de Gertner, microbe 
faisant fermenter la lactose, est agglutiné par un sérum typhique 
concentré; dou cette conclusion que si les résultats négatifs de 
la réaction ont une valeur diagnostique réelle, il n’en est plus de 
méme des résultats positifs. D’aprés Rodet *, le sérum antityphi- 
que agglutine les cultures du coli-bacille. Petruschky « rencontre 
dans les selles des typhoidiques une bactérie (B. fecalis alcali- 
genes) que le sérum agglutine, mais qui se distingue essentiel- 
lement du bacille d’Eberth par Valcalinité de ses cultures. Bordet * 
remarque que le sérum du cheval neuf, mélangé a. une émulsion 
de vibrions cholériques, de bacilles dutétanos, du bacille typhique 
et du bacterium coli, produit énergiquement la réunion en amas 
de ces microbes. Enfin Gilbert et Fournier °, puis Achard et Ben- 


4, 26 juin 1896. — Société Méd. Hopitaux. 

Max Gruber nv Dornan. — Meinch. medic. Wochenschrift, 31 mars 1896. 
. Société de Biologie, 25 juillet, 1896- 

. Centralbratl fur Bacteriologie, février 1896. 

. Annales de U Institut Pasteur, juillet 1896. 

. Bull. Acad. de médecine, 20 octobre 1896. 
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saude ‘ mentionnent que lebacille de la psittacose, ou maladie des ~ 
perruches infectieuses, estagglutinég par le sérum typhique. Ainsi 
un sérum banal agit sur des bactéries nettement différenciées, et 
des microbes différents sont actionnés par un méme sérum spé- 
cifique. Ces faits montrent évidemment que l’action d’un sérum 
ne se limite pas exclusivement & un microbe déterminé ; mais, 
s’ils paraissent denature a subordonner l’importance de l’épreuve, 
ils ne l’infirment cependant pas. Un sérum agglutine des cultures 
différentes dans des conditions particuliéres, et cesse d’agir si ces 
conditions sont modifiées. Ainsi Gruber et Durham ont soin de 
faire remarquer que si le B. enteridis est agglutiné par une quantité 
relativement considérable de sérum, il ne l’est plus lorsqu’on fait 
agir une dose minima, qui impressionne toujours le bacille ty- 
phique. Widal et Sicard spécifient le méme fait au sujet du 
bacille de la psitlacose; aussi établissent-ils* que dans l'emploi 
du sérum pour Je diagnostic microbiologique, l’essentiel n’est pas 
de rechercher les conditions dans lesquelles un méme sérum 
ageglutine deux microbes d’especes voisines, mais bien les cir- 
constances dans lesquelles l’agglutination differe et peut servir 
au diagnostic différentiel. Ge moyen est fourni, comme l’indi- 
quent ces auteurs, par l’emploi de la dose minima de sérum qui 
suffit pour actionner nettementle bacille typhique, et, dans ce cas, 
on doit reconnaitre que, jusqu’ici, l’épreuve du sérum fournit un 
excellent procédé de différenciation. C’est cette dose minima 
qui atoujours été utilisée dans nos recherches. 

L’épreuve de l’action agglulinante du sérum acquiert plus 
de valeur encore lorsqu’elle s’ajoute a la suivante, dont l’impor- 
tance paraitra plus décisive. 


If. — AcTIoN PREVENTIVE DU SERUM DUN CHEVAL IMMUNISK. 


Le sérum d’un cheval immunisé contre le bacille typhique 
préserve contre l’infection par ce microbe; cette action est réel- 
lement spéciale et parait n’appartenir jusqu’ici & aucun autre 
sérum. Si done un bacille présentant tous les caractéres morpho- 
logiques et biologiques du bacille d’Eberth, doué en outre de 
propriétés pathogénes pour les animaux, devient inoffensif pour 


1. Soc. méd. Hopit., 27 novembre 1896. 
2. Sociéte de Biologie, 28 novembre 4896, 
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eux lorsqu’on Jeur injecte préalablement une faible dose de 
sérum antityphique, il doit étre permis de trouver dans ce fait 
une preuve quasi décisive en faveur de la nature éberthienne du 
microbe envisagé. 

La diagnose a toujours été terminée par cette épreuve, du 
moins pour les bacilles doués de propriétés pathogénes, car tous 
ne la possédent pas. Cette épreuve était faite avec le sérum pro- 
venant d'un cheval immunisé, dont une faible dose (1/4, 1/8 de 
c.c., préservailstirementles cobayes contre] injection intra-périto- 
néale de 2 c. c. d’une culture en bouillon de bacille typhique 
extrait de la rate. 

L’expérience portait simullanément sur trois animaux: 1° le 
témoin; 2° uncobaye traité par unc. c. de sérum de cheval neuf; 
3° un cobaye traité par 1/2, un 1/4 ou 1/8 de c. c. de sérum 
antityphique. Tous étaient éprouvés par injection intra-périto- 
néale de 2c. c. de la culture du bacille 4l’étude. De ces animaux 
devait seul survivre celui qui avait regu le sérum antilyphique. 

C’est seulement apres avoir réuni cet ensemble de caracleres 
ulilisables dans l'état actuel de nos connaissances que nous 
nous sommes crus autorisés a conclure lidentité d’un bacille avec 


le bacille d’Eberth. 


Ul 
I. — Le BACILLE TYPHIQUE DANS LES EAUX POTABLES. 


Les recherches ont porté sur trente-sept échantillons d'eau 
(puits, source, riviere) recueillis soit en temps d’épidémie, soit 
en l’absence de toute manifestation lyphoidique : neuf d’entre eux 
renfermaient un bacille présentant tous les caractéres du bacille 


typhique. 


Deux échantillons provenaient de villes ot la fiévre typhoide — 


régnait au moment du prélevement (Meaux, Saint-Omer). La 
présence du bacille d’Eberth ne fut, dans ces deux cas, que tran- 
sitoire; de nouveaux échantillons, recueillis un mois plus tard, 
alors que la fiévre typhoide avait disparu, ne contenaient plus 
le bacille typhique. 

Six autres étaient envoyés de villes (Chateaudun, Dijon) ot 
Ja fitvre typhoide avait sévi quelque temps auparavant, mais 
n’existait plus épidémiquement aux divers moments, assez espaces 


62 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR. 


les uns des autres, ou les échantillons d’eau furent prélevés. Ces 


deux faits méritent quelques détails. 


A. Eau de Chateaudun. — Une épidéraie de fiévre typhoide se manifeste 
pendant l’hiver de 1895-1896 dans la population civile et surtout dans la 
population militaire de Chateaudun. Les deux groupes font usage de la 
méme eau. 

Un premier examen de l’eau consommée est pratiqué le 21 janvier par 
le procédé des milieux phéniqués. La présence du bacille typhique n’est pas 
constatée. 

Une deuxiéme analyse est effectuée le 15 mars parla méthode d'Elsner; 
elle permet de déceler l’existence d’une bactérie rigoureusement identique 
au bacille typhique. 

Troisiéme analyse le 10 mai. Constatation du bacille typhique. 

Quatriéme analyse le 15 juin. Constatation du bacille typhique. ’ 

Or, dés le début de mars, l’épidémie avait pris fin, et, aux périodes 
ultérieures, la maladie ne se manifestait plus que par des cas rares et isolés. 

B. Eau de Dijon. — Pendant Vhiver de 1895-1896, épidémie de fiévre 
typhoide commune a la population civile et militaire. Les deux groupes 
consomment la méme eau. 

Divers examens de l’eau pratiquée en 1895 et au début de 1896 par le 
procédé des milieux phéniqués restent négatifs au point de vue de |’existence 
du bacille typhique. Les échantillons analysés paraissent si peu riches en 
germes quils peuvent ¢tre classés dans la catégorie des eaux pures. 

En avril 1896, 4 an moment ou la fiévre typhoide semble ne plus exister 
dans la ville, analyse de l'eau parla méthode d’Elsner y démontre la pré- 
sence dune bactérie identique au bacille d’Eberth. 

Méme constatation en mai et en juin, périodes ot, semble-t-il, la dothié- 
nentérie avait cessé d’étre observée dans les deux groupes deta population. 
Les examens ultérieurs pratiqués en juillet, aout et septembre ont été 
négatifs. 


Dans les deux premiers faits cités (Meaux, Saint-Omer), le 
bacille typhique est trouvé dans l’eau de boisson au moment ot 
la dothiénentérie regne; il disparait avec celle-ci : la coincidence 
n’a rien de surprenant. Dans les deux autres (Chateaudun, 
Dijon), le bacille typhique n’est pas rencontré pendant l’évolu- 
tion épidémique (on ne peut conclure & son absence, vu l’imper- 
fection des méthodes d’analyse), mais il se trouve et se maintient 
dans l’eau distribuée pendant Jes trois mois qui suivent la ces- 
sation dc Ja maladie. Ainsi le bacille typhique existe dans une 
eau régulizrement consommée sans que la fiévre typhoide se 
produise parmi les groupes qui l’utilisent; la circonstance parai- 
tra, a bon droit, singulitre. Il importe de mentionner que cette 
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bactérie était trouvée dans une eau que l’analyse chimique et la 
tres faible teneur en germes conduisaient & considérer comme 
trés pure. 


Il. — Le BaAcILLE TYPHIQUE DANS LE SOL. 


Treize échantillons de terre et de poussitre, provenant d’en- 
droits différents, ont été examinés. Sept fois, l’analyse a permis 
disoler un bacille présentant tous les caracttres du bacille 
d’Eberth : 

1° Dans les matériaux de déblai d’une cour de caserne (Vitré) 
oti s’étaient produits quelques cas de dothiéuentérie ; 

2° Dans les poussiéres recueillies sur le plancher du labora- 
toire de bactériologie du Val-de-Grace ; 

3° Dans l’entrevous d’une chambre de caserne (Cahors), en 
Vabsence de toute manifestation typhoidique ; 

4° Dans quatre échantillons de terre, soit superficielle, soit 
profonde (un metre), recueillis dans les cours et jardins du Val- 
de-Grace. 

De ces bacilles, trois étaient pathogenes pour les animaux. 


111. — Le spacitie pb Esreru DANS LE TUBE DIGESTIF DE L HOMME 
NON ATTEINT DE FIEVRE TYPHOIDE. 


Nos recherches ont porté sur les matiéres fécales de dix sujets 
traités & |’hOpital pour des affections qui n’avaient rien de com- 
mun avec Ja fievre typhoide; chez cing d’entre eux l’examen a 
révélé l’existence d’un bacille absolument identique au bacille 
d’Eberth, savoir : 

a) Dans un cas de leucémie a évolution fébrile avec diarrhée 
intermittente. Les selles liquides, examinées a quinze jours d’in- 
tervalle, ont donné chaque fois un résultat positif. L’examen de 
la salive a 6té, par contre, négatif. 

b) Dans un cas de tuberculose aigué, sans lésions intestinales. 
(Observation rapportée par M. le professeur agrégé Lemoine a 
la Société médicale des H6pitaux '). 

c) Chez un sujet atteint de troubles intestinaux prémonitoires 
d’une dysenterie aigué. 


1. Société Médic. des hdpitaux, 31 juillet 1896. 
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d) Enfin chez deux paludéens chroniques, ne présentant pas 
de symptémes intestinaux. 

Aucun de ces malades navait eu la dothiénentérie 4 une 
époque antérieure. : 

Des cing bacilles extraits des matiéres fécales, quatre étaient 
pathogenes pour le cobaye. Linjection préventive du sérum 
antityphique préservait les animaux contre l’infection. 


1V 


Indépendamment des bacilles précédents, nous avons maintes 
fois rencontré dans les eaux, le sol, et ’intestin de |‘homme, des 
bactéries qui présentent avec le bacille d’Eberth la plus grande 
ressemblance, mais s’en distinguent par l’absence de propriétés 
pathogénes pour les animaux, et Vindifférence al’égard du sérum 
spécifique ; ce sérum n’agglutine pas leur culture. 

Afin de ne rien préjuger, nous les mentionnons a part, sans 
toutefois mettre en doute leur étroite parenté avec l’agent patho- 
gene de la fievre typhoide. Les caractéres de forme, de culture, 
de biologie sont identiques de part et d’autre; les différences 
portent uniquement sur la virulence et la maniére de réagir a 
Pégard du sérum. Mais la virulence est un attribut contingent, 
susceptible d’augmentation ou de disparition, que l’on développe 
ou supprime presque a volonté, et dont la signification, en lespece, 
n’a rien d’absolu. Quant a4 Vinsensibilité ae ces Hacteres vis-a- 
vis d’un sérum donné, elle ne fournit pas de base plus légitime a 
une, différenciation radicale. Admettre avec certains savants 
que le résultat négatif d’une épreuve parde sérum suffit 4 tran- 
cher la nature d’une bactérie qui, par ailleurs, se superpose au 
bacille typique, serait quelque peu exagéré si on se réfere a 
histoire bien connue du vibrion cholérique. Tous les vibrions 
étudiés en ces dernitres années ne se sont pas montrés égaux 
devant le sérum de Pfeiffer, et, cependant, il s’agissait bien de 
vibrions netlement cholérigénes, capables de provoquer le cho- 
léra typique chez l'homme et chez l’animal. C’est que l’espece 
vibrionienne comporte des variélés multiples, offrant toutes un 
air de famille, sous la diversité des traits individuels; le sérum 
obtenu par l'immunisation d’un animal contre telle variété peut 
n’étre pas complétement efficace contre la variété voisine. Il est 
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dés lors loisible de supposer que des faits du méme ordre se 
reproduisent & propos du bacille typhique. L’espece bacille 
d’Eberth comprend peut-étre des variétés plus ou moins nom- 
breuses, quine réagissent pas semblablement sous l’influence du 
sérum d’un animal immunisé contre une variété déterminée. 

La croyance a linvariabilité des types chez les microbes 
pathogénes est aujourd’hui quelque peu ébranlée par des faits 
multiples ; la question de races, issues peut-étre d’une souche 
commune, mais différenciées ensuite par des vicissitudes incon- 
nues, acquiert une importance que l’on ne saurait méconnaitre. 
Pourquoi cette notion, reconnue vraie pour certaines bactéries 
pathogénes, ne s’appliquerait-elle pas au bacille typhique? Nous 
inclinons a croire que les bacilles non pathogénes et indifférents 
au sérum qui ont été rencontrés dans les eaux, le sol, etc., ne 
sont en définitive que des variétés du bacille typhique: du moins 
la parenté est évidente, sil identité n’est pas absolue. Cette diver- 
sité possible dans le type fondamental servira peut-étre A expli- 
quer les modalités variables de Vinfection typhique. que l’on 
commence a entrevoir. 

Si linterprétation des faits qui viennent d’étre relatés est 
exacte, il en résultera la notion suivante. Le bacille typhique est 
répandu dans la nature, en dehors de homme malade; il se ren- 
contre dans les eaux potables, le sol, le tube digestif des sujets 
non atteints de fiévre typhoide, et, sans doute, fait normalement 
partie de la flore microbienne des milieux qui nous entourent. 
Cette notion n’est en rien subversive des données acquises sur 
létiologie générale de la fievre typhoide, elle sert au contraire 
a la mieux concevoir et permet de comprendre bien des faits qui, 
sans ce secours, resteraient inexpliqués. 

Les observations de tous les jours, recueillies surtout aans 
les milieux ruraux, ont mis en relief la part de la contagion 
dans la formation et l’extension de certains foyers épidémiques: 
leur valeur subsiste. Les recherches modernes ont démontré le 
role primordial des eaux impures dans le développement et la 
propagation de la maladie: la solidité des preuves défie toute 
contestation. Mais ils’en faut que tous les cas relévent de la con- 
lagion ou de l’ingestion d'eau souillée par les déjections des 
typhoisants. Maintes fois, la maladie éclate chez des sujets ou 
sur des groupes déprimés par la fatigue, le surmenage, les pri- 
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vations, etc., ou bien apres l’ingestion d’aliments avariés, sans 
qwil soit possible d’incriminer a l’origine la contagion ou usage 
dune eau notoirement contaminée. Et méme dans les cas ot l’eau 
potable parait étre le plus justement en cause, il est souvent 
impossible d’établir comment et par ot une souillure fécale a pu 
lui arriver. Ces faits se concevront plus aisément avec la notion 
de la banalité du germe typhique, qui admet sa dispersion dans 
les milieux ambiants et sa présence éventuelle dans nos cavités 


naturelles. Une eau réputée pure peut le véhiculer. Ainsi intro- 


duit dans l’organisme, il y vivra inoffensif jusqu’au jour ou une 
circonstance déprimante, une aide fortuite, résultant peut-étre 
d’une association microbienne, lui ouvrira carriére. 

Cette banalité du germe typhique, sa présence plus ou moins 
fréquente dans les cavités naturelles, soulévera la question des 
conditions propres 4 favoriser éventuellement son action patho- 
gene. Sur ce point, on ne peut émettre que des hypotheses. Mais 
en présence du réle indéniable des eaux impures dans la genése 
de la maladie, on doit se demander si leur mode d’action n’est 
pas diversifié, les unes véhiculant le germe typhique, les autres 
transportant certaines bactéries qui, peut-étre, favorisent la pul- 
lulation du bacille déja présent dans le tube digestif. 

Cette conception n’est point faite pour diminuer l’importance 
des eaux potables dans l’étiologie de la fiévre typhoide. 


+ 
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CONTRIBUTION A L’ETUDE DES ANGINES A FAUSSES MEMBRANES 


LES ANGINES A BACILLE DE FRIEDLANDER 


PAR 


M. CHARLES NICOLLE M. A. HEBERT 


Chef du laboratoire de bactériologie de |’Ecole Préparateur du laboratoire. 
de Médecine de Rouen, 


Depuis le mois de novembre 1894, un service public de 
diagnostic des affections pseudo-membraneuses, organisé par 
nous, fonctionne au laboratoire de bactériologie de l’Kcole de 
médecine de Rouen. Nous y avons pratiqué en deux ans plus de 
seize cents examens de fausses membranes. Ces examens ont 
tous été fails par l’ensemencement en tubes de sérum coagulé; 
toutes les fois que cela a été possible, nous avons pratiqué en 
méme temps l’examen direct des fausses membranes. 

Dans huit cas, nous avons obtenu sur sérum coagulé des 
colonies de bacilles de Friedlander, six fois a état de pureté, 
deux fois associé au bacille diphtérique. Nous parlerons seule- 
ment en terminant de ces deux derniers cas dont un seul a pu 
étre suivi. Sur les six cas de la premiere catégorie, cing ont été 
étudiés complétement par nous. Ils nous ont permis de recon- 
naitre l’existence d’une forme particuliere d’angines a fausses 
membranes non décrite jusqu’a ce jour. A la description clinique 
de cette affection, nous joignons dans cette note les quelques 
renseignements que nous a fournis une étude bactériologique 
complete des divers échantillons de bacilles de Friedlwnder isolés 
de ces angines. ; 

MM. les D's Gargam et Delabost ont droit a nos remer- 
ciements pour les renseignements cliniques qu’ils ont bien voulu 
nous fournir, ou nous mettre 4 méme de recueillir dans trois de 


ces cas. 
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ETUDE CLINIQUE DES ANGINES A BACILLE DE -FRIEDLAINDER 


’ Symptomes. — Nous donnons 4 la fin de cet articie un bref 
résumé des observations que nous avons recueillies ‘. En dehors 
des cing cas observés par nous, un seul, croyons-nous, a été 
signalé jusqu’ace jour; il est di au Dt Max Stooss (Annales suisses 
des Sciences médicales, 1895, série II, livre I). C’est avec ces six 
observations que nous allons essayer d’esquisser l’aspect clinique 
des angines a bacilles de Friedlender. 

Lesangines abacilles de Friedlander paraissent pouvoirrevétir 
deux formes, l’une chronique qui nous parait assez nettle, l’autre 
subaigué ou aigué, qui l’est certainement bien moins. 

La forme chronique est la plus fréquente. Quatre de nos obser- 
vations appartiennent a cette forme. Elle se Canartorise objecti- 
vement par les symptémes suivants : 

Sur les amygdales ordinairement, quelquefois sur les piliers, 
ou la paroi pharyngée, se voient de petits points blanc nacré ou 
jaunatres, mamelonnés, de 41 a 5 millimétres de large. Leur 
bord est net: leur nombre variable ; il estrare qu’ils forment par 
leur union une fausse membrane d’étendue un peu importante. 
Ces petits points sont tres adhérents a la muaqueuse; lorsqu’on 
tente de les enlever, on ne parvient généralement qu’a en déta- 
cher les parties superficielles ;: il faut employer la curette pour 
les avoir entitrement. La muqueuse sous-jacente est villeuse, 
saignante. Les fausses membranes détachées se reproduisent 
avec une certaine rapidité. Elles ne se désagrégent nullement 
dans l'eau : le terme de fausses membranes peut doncleur étre 
légitimement appliqué. 

Aucun symptéme général n’accompagne ces lésions. Comme 
signes fonctionnels locaux, le plus souvent on ne note rien; tout 
au plus, dans certains cas, observe-t-on un léger chatouillement 
ou une faible sensation de géne pharyngée. 

La durée de l’affection est particulitrement longue dans cette 
forme. Elle s’est prolongée pendant plusieurs mois dans les cas 
que nous avons suivis; il est probable qu'elle peut durer davan- 
tage. 


1. Pour tous les détails cliniques consulter la thése de M. Hébert, Paris, 1896, 
sur les angines & bacilles de Friedlwnder. 
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La forme aigué ou subaiguié est bien moins nette. Nous ne pos- 
sédons pour la décrire que deux observations, lune, celle de 
Max Stooss, tout a fait incomplete; l’autre, qui nous est person- 
nelle et qui ne Jui est point comparable. 

Les symptémes locaux paraissent identiques a ceux de la 
forme chronique; il n’existe point non plus de symptomes géné- 
raux. Dans l’observation de Max Stooss, les fausses membranes 
eurent une durée de trois jours; dans la ndtre, elles se prolon- 
gérent un mois, et il y eut de plus un érythtme généralisé quine 
fit, peut-étre, que coincider avec l’angine. 

2° Diagnostic clinique. — On comprend facilement que le 
diagnostic clinique d'une affection aussi rare ne soit guére aisé. 
Il a été fait néanmoins par M. le D' Gargam, auquel nous devons 
la connaissance de deux de ces cas, lorsque le hasard le mit en 
présence de la seconde de ces malades. Et, de fait, ce diagnostic 
nous parait possible, du moins dans la forme chronique : la per- 
sistance des fausses membranes, leur adhérence aux parties 
profondes, coincidant avec l’absence de tout symptéme général 
ou fonctionnel} devront toujours y faire penser. Le diagnostic 
baclériologique donnera seul évidemment une certitude. 

L’angine a bacille de Friedlender sera plus souvent 
méconnue que confondue. Nous avons vu, dans la plupart des 
cas observés par nous, le diagnostic se poser entre elles et les 
angines a fausses membranes autres, diphtériques ou non. 
Cependant il n’existe guére d’analogie entre ces affections. Mais 
Ja présence d’une fausse membrane alarme toujours a juste 
raison Je médecin, méme en l’absence de symptOmes généraux. 

Parmi les maladies chroniques de la gorge, deux seulement 
nous paraissent pouvoir étre confondues avec les angines a 
bacille de Friedlander, ce sont les amygdalites folliculaires et 
Vaffection décrite sous le nom de pharyngomycose lepto- 
thrixique:. 

Les amygdalites folliculaires sont faciles & reconnaitre : il 
n’existe point de fausses membranes; les cryptes de Ja glande con- 
tiennent une substance caséeuse que la pression en fait sortir. 

La pharyngomycose leptothrixique est une affection mal 
connue au point de vue clinique, comme au point de vue étiolo- 


gique. Cliniquement elle ressemble beaucoup aux angines a 
814 q 


4 - En particulier Thése Colin, 1893, Paris. 
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bacille de Friedlander, et il nous parait impossible d’en faire le 

diagnostic ; bactériologiquement elle serait due au développe- 

ment du leptothrix buccalis. Les auteurs qui l’ont étudiée a ce 

point de vue ont nolé dans l’exsudat la présence de cet orga- 

nisme, dont ils ont fait la cause dela maladie. Le leptothria buc- 

calis 6tant un héte normal de la bouche, et sa présence étant de 
_ régle dans toutes les fausses membranes, quelle qu’en soit la 
cause, il est difficile d’admettre comme prouvé qu'il est agent 
spécifique de cette affection. D’ailleurs, étude bactériologiqae 
de la pharyngomycose n’a été faite jusqu’ici que dune fagon 
trés incomplete; on s’est borné simplement a faire des examens 
de frottis et jamais il n’a été fait de cultures. 

Nous pensons, pour notre part, que, si des ensemencements 
sur sérum coagulé étaient pratiqués, un certain nombre des cas 
de pharyngomycose tout au moins rentrerait dans la classe des 
angines a bacille de Friedlander. Il y a la, en tout cas, un point 
intéressant, que de nouvelles recherches ne peuvent manquer 
d’éclaircir. 

3° Diagnostic bactériologique. — L’examen ‘bactériologique, 
avons-nous dit, donne seul un diagnostic certain. On peut, si 
Yon veut, pratiquer l’examen direct des fausses membranes. , 
Dans ce cas, on emploiera successivement une méthode de colo- 
ration simple etla méthode de Gram. On reconnaitra, dans l’im- 
mense majorité des cas, le bacille de Friedlander a ses caractéres. 
morphologiques, sa capsule, sa non coloration par la méthode 
de Gram. Mais il arrive souvent que ce microbe n’est point en 
nombre prédominant dans le frottis : d’autres microorganismes 
d’importance secondaire ou nulle, des cocci divers, des leptothrix 
surtout, peuvent étre, par contre, tres abondants. Il sera done 
ulile de faire un ensemencement. z 

Kn pratique, nous recommandons d’avoir recours d’emblée a 
ce procédé et de négliger examen direct. Le meilleur milieu 
de culture pour le diagnostic rapide est le sérum coagulé. On 
fera done purement et simplement un ensemencement sur ce 
milieu, aujourd’hui d’un emploi courant pour le diagnostic de 
la diphtérie. En quinze & vingt heures on obtiendra, s'il s’agit 
d’une angine a bacilles de Friedlander, des colonies assez 
grosses, arrondies, grisatres, visqueuses, faciles & reconnaitre a 
ceil nu, et qu’un examen microscopique montrera constituées par 
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le bacille de Friedlander. Généralement, il ne pousse sur sérum 
dans ces cas, en dehors des colonies de ce microorganisme, que 
de vares colonies de cocci, colonies qu’on rencontre constam- 
ment dans toutes les angines. Dans un cas, nous avons trouvé 
un pneumocoque non virulent pour la souris. 

Nous avons pratiqué dans deux cas, aprés inclusion dans la 
paraffine, des coupes de fausses membranes. Nous nous sommes 
rendus compte de la disposition des éléments divers dont elle 
est composée. Superficiellement, on trouve disposés sans ordre 
des débris cellulaires (épithélium ou globules blancs), de la fibrine 
en grains, des bacilles de Friedlander et des paquets de lepto- 
thrix ; plus profondément la fibrine est disposée sous la forme 
d’amas d’ot partent des filaments anastomosés déterminant par 
leur union la formation de petites ioges que remplissaient des 
bacilles de Friedlander. La muqueuse congestionnée se montre 
en dessous. 

4° Angines a bacilles diphtériques et de Friedlander associés. — 
Nous n’avons noté que deux cas d’association de ces deux micro- 
organismes, et l’un d’eux n’a pu étre suivi. Dans le seul cas 
étudié, l’angine a été des plus bénignes, sans symplt6mes 
généraux pour ainsi dire. L’apparilion des fausses membranes 
a été précédée par un cedéme considérable de la luette et des 
amygdales. Les fausses membranes sont restées limitées a ces 
organes, sans tendance a |’extension; la malade, il est vrai, a éLé 
traitée par le sérum des le début de l’affection.,Les fausses 
membranes ont mis plusieurs jours a disparaitre, et ne l’ont fait 
que peu a peu. (Voir l’observation a la fin de l'article.) 

On ne peut tirer aucune conclusion générale d'une observa- 
tion isolée, nous nous contenterons de noter simplement deux 
faits qui ont été remarqués dans ce cas et quise rencontrent dans 
les angines a bacilles de Friedlender pur: la bénignité extréme 
et la persistance des fausses membranes. 


II 


ETUDE BACTERIOLOGIQUE DES BACILLES DE FRIEDLASNDER ISOLES 
DE CES ANGINES 


1° Procédé d’isolement. — Pour obtenir a l’état de pureté les 
divers échantillons de bacilles de Friedlander trouvés par nous 
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dans les angines, nous avons eu recours a l’inoculation a la 
souris blanche. Une trace de culture sur sérum coagulé, inoculée 
4 cet animal, a toujours amené sa mort en dix-huit a soixante 
heures. 

Le sang du cceur recueilli purement et aussil6t que possible 
apres la mort nous a donné généralement des colonies pures. 
Neus n’avons jamais négligé cependant de faire l’isolement sur 
plaque de gélatine, en diluant dans ce milieu une trace de sang 
provenant de la souris. Ces précautions ne sont point inutiles, 
car, sans doute a cause de la viscosité de sa capsule, le bacille 
de Friedlander est plus difficile & isoler que Jes autres microbes. 

Nous appellerons Fi, F2, F3, F4, F5, F6, les six échantillons 
isolés par nous, l’indice de la lettre F indiquant le numéro de 
Vobservation clinique. 


2° Caractéeres morphologiques. — Les six échantillons de 
Friedlender se sont montrés morphologiquement tres analogues 
a ceux décrits jusqu’a ce jour par les auteurs, en particulier par 
M. Grimbert ‘. Nous leur avons reconnu les caracteres classiques, 
absence de coloration parla méthode de Gram, polymorphisme, 
immobilité, absence de spores. 

Le polymorphisme des espéces étudiées par nous a toujours 
été tres grand dans les cultures; a cété des formes courtes 
cocco-hacillaires, nous avons trouvé des formes longues, méme 
des formes filamenteuses daus tous les cas, sauf F6. Dans le 
sang de lasouris, le polymorphisme fait défaut, il n’existe que 
des formes courtes. 

De méme que M. Grimbert, nous avons vu tres nettement la 
capsule sur tous les milieux de culture. 


3° Cultures. — Les caractéres de culture sont sensiblement 
ceux décrits par les auteurs : 

En bouillon de viande, en 24 heures, trouble léger et voile vis- 
queux, surtout marqué sur les bords du tube auquel il est adhé- 
rent, donnant ainsi l'image d’un anneau qui, au bout de quel- 


ques jours, tombe au fond. La culture devient visqueuse a la 
longue. 


1. Grimpert, Annales de l'Institut Pasteur, 25 novembre 1895, Société de bio- 
logie, 13 mars 1895; Annales de U’Institut Pasteur, 25 décembre 1896. 
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En gélatine par piyitre, culture en clou typique, pas de liqué- 
faction. 

Sur gélose, trainée épaisse, visqueuse. 

Sur sérum coagulé, culture identique & celle sur gélose, 
mais plus abondante encore; au bout de 2 a3 jours la culture 
coule presque entitrement au fond du tube. 

~ Sur pomme de terre, culture abondante, épaisse, avec dégage- 
. ment de bulles (sauf F6). 

Sur carotte, culture abondante avec bulles pour F4 et F5, 
abondante sans bulles pour F6, peu abondante et sans bulles 
pour les autres échantillons. 

Dans le lait, culture dans tous les cas. Coagulation par F3 
en 6 jours, par Fi en 8 jours, par F2 en 12 jours. Pas de coagu- 
lation, méme en un mois et malgré trois passages successifs 
par F4, F5 et F6. 

En solution de peptone. Pas @indol méme au bout d’un mois. 


40 Fermentation des sucres. — M. Grimbert a le premier bien 
étudié les fermentations des divers sucres produites par le 
bacille de Friedlander. 


Pour faire cette étude, il s’est servi du milieu suivant : 
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Il a divisé, au point de vue des fermentations, les divers 
échantillons de bacille de Friedlander étudiés jusqu’a ce jour 
en trois groupes. 

Dans le premier groupe est rangé l’unique échantillon étudié 
par Frankland. Cet échantillon fait fermenter la glucose, l’ara- 
binose, la raffinose, la dulcite, la dextrine, la mannite, la 
maltose, la saccharose, la galactose et la lactose; il est sans 
action sur la glycérine, la dulcite et l’érythrite. 

Le second groupe comprend deux échantillons isolés des 
eaux par M. Grimbert. Ils font fermenter les mémes sucres que 
les échantillons du premier groupe et de plus la glycérine; la 

_dulcite et ’érythrite ne sont point attaquées. 
Dans le troisieme groupe M. Grimbert fait rentrer les bacilles 
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de Friedlander qui font fermenter tous les sucres y compris la 
dulcite, a l'exception de l’érythrite. — Ce groupe comprend un 
échantillon provenant de l'Institut Pasteur, étudié par M. Grim- 
bert, et deux échantillons isolés par lui des eaux. 

_M. Grimbert ne s’est point contenté dans ses expériences de 
noter s’il y avait fermentation ou non, il a aussi recherché 
quelles étaient les substances produites par ces fermentations, 
acides et alcool. 

Nous n’avons pu, pour notre part, faire des recherches aussi 
complétes; nous nous sommes bornés a faire des cultures dans. 
le milieu de M. Grimbert et parallélement dans ce milieu légere- 
ment modifié en remplacgant le carbonate de chaux par le tour- 
nesol. ' 

Le dégagement de gaz et la coloration rouge du bouillon 
nous ont montré s’il yavait fermentation ou non. 

Le tableau ci-joint donne le résultat de nos expériences. Le 
temps indigué correspond non au début de la fermentation; 
mais au moment ot celle-ci est en pleine activité. O indique 
Vabsence de fermentation. En consultant ce tableau, on verra 
que les six échantillons de Friedlander isolés par nous des 
angines peuvent étre rangés en deux catégories. 

Un seul échantillon F6 appartient au 1° groupe de M. Grim- 
bert. Il est sans action sur la glycérine, la dulcite et ’érythrite. 
Les cing autres font fermenter la glycérine, mais n’attaquent ni 
la dulcite, ni l’érythrite; ils doivent rentrer dans le second 
groupe de M. Grimbert. Comme particularités intéressantes, 
nous noterons, la lenteur mise par |’échantillon F2 a faire fer- 
menter la saccharose ; cing essais ont été faits successivement, 
et, dans les cing, la fermentation ne s’est montrée active qu’au 
dixitme jour. La fermentation de la glycérine et celle de la 
lactose ont demandé des temps variables. Il n’y a point parallé- 
lisme absolu entre le temps nécessité pour la fermentation de la 
lactose et celui que demande la coagulation du lait : tous les 
échantillons ont, en fin de compte, fait fermenter la lactose, et la 
moilié d’entre eux n’a point coagulé le lait, méme apres trois 
passages. . 
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© Virulence. — Pour la souris. — L’inoculation sous-cutanée 
dune trace de culture sur sérum coagulé a amené dans tous les 
cas la mort avec abcés & pus filant, crémeux au point d’inocula- 
tion, hypertrophie de la rate et généralisation du bacille dans 
les organes. La mort est venue en un temps variable : 18 heures 
(FG), 20 heures (F1), 23 heures (F2), 26 heures (15), 36 heures 
(F4), 60 heures (F3). 

Pour le cobaye. — L’inoculation a été faite sous la peau ; 
1 centimetre cube de culture en bouillon de 24 heures a été 
inoculé & 5 cobayes. Dans trois cas, il y a eu abceés au point 
@inoculation, s’ouvrant au quatriéme jour, donnant issue a un 
pus épais, filant, riche en bacilles de Friedlander. Deux des 
cobayes ayant présenté ces abcés, ceux correspondant aux 
hacilles F4 et F5 ont guéri; un seu), celui qui avait recu la cul- 
ture F3, est mort en 10 jours avec des lésions de broncho-pneu- 
monie, de pleurésie pyo-hémorragique, et de la congestion des 
capsules surrénales, son sang et'la pulpe des divers organes 
contenaient en abondance le bacille de Friedlender. 

Les cobayes ayant recu les cultures F1 et F2 n’ont easel: 
qu’une induration locale légére et sans durée. La culture F6,n’a 
point été expérimentée. 

Pour le lap. — L’inoculation a été faite dans la veine mar- 
ginale de Voreille; 2 centimetres cubes de culture en bouillon 
de 24 heures ont été injectés 45 lapins. 

Trois des lapins, ceux qui avaient recu les cultures F4, F5, 
et F2, moururent respectivement en 6 heures, 10 heures et 
4% jours 1/2. A leur autopsie, on trouve une Jégére hypertrophie 
de la rate, un épanchement pleural et péritonéal peu abondant 
el le bacille de Friedlander généralisé dans tous les organes. 
Nous n’avons point noté l’hypertrophie des capsules surrénales 


décrites dans ces cas par M. Roger. La culture F6 n’a pas été 
expérimentée. 


6° Essai de reproduction des fausses membranes. — Nous avons 
fait plusieurs tentatives pour reproduire des fausses membranes 
chez les animaux avec des cultures pures de bacilles de Fried- 
lender. Nos expériences ont porté sur le lapin, le cobaye et le 
pigeon; elles ont donné des résultats inconstants. Tandis que 
par scarification de la peau de J’oreille et par excoriation de la 
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muqueuse conjonctivale chez le Japin, de la muqueuse vulvaire 
chez le cobaye, nous n’avons rien obtenu, l’excoriation de la 
muqueuse vulvaire de la lapine nous a donné dans un cas de la 
tuméfaction des grandes lévres, et un exsudat blanc qui eut une 


durée de cing jours. Cet exsudat contenait le bacille de Friedleen- 
der en abondance. . 


Chez le pigeon, en excoriant la muqueuse du plancher 
dela bouche et du pharynx, nous avons obtenu untres léger 
exsudat qui dura 3 jours, mais dans lequel il ne nous fut point 
possible de déceler la présence du bacille de Friedlander. 

Ces essais devront évidemment étre repris. Les résultats 
non concordants auxquels ils nous ont cunduits n’ont rien qui 
doive surprendre: tout le monde sait combien il est difficile de 
produire expérimentalement des fausses membranes avec des 
cultures pures, qu/il s’agisse du bacille de Friedlander, du 
bacille diphtérique, ou du streptocoque. 


{il 
RESUME DES OBSERVATIONS CLINIQUES 


10 Angines a bacille de Friedlander pur. 


OxssERvatiIoN I. — Jeune fille de 20 ans. Hxaminée le 2 décembre 1895, 
par M. le Dr Gargam, pour un enrouement léger. A l’examen de la gorge 
on constate sur les amygdales et sur le pilier postérieur droit de petits points 
blancs, de 3 4 6 millimétres de diamétre, trés adhérents. 

Aucun symptome général. Le 4 décembre Venrouement a disparu, la 
gorge est dans le méme état. Les jours suivants, il y a augmentation d’é- 
tendue de lVexsudat. 

La maladez, revue en mai 1896, était exactement dans le méme état. En 
septembre seulement elle a été guérie par les cautérisations au galvano- 
cautére. : 

L’examen bactériologique, fait en décembre et en mai, donna sur sérum 
coagulé des colonies abondantes de bacille de Friedlwnder et de rares 
colonies de cocci. 

OpsERVATION II. — Fillette de 9 ans, vue par M. le Dr Delabost, le 12 jan- 
vier 1896. Elle présente sur les deux amygdales un léger exsudat gris 
jaunatre, tres adhérent, mais dont il est facile de désagréger les couches 
superficielles. Aucun symptome général ou fonctionnel. En juillet 1896 la 
malade est dans le méme état. 

Trois examens bactériologiques, faits en janvier et juillet, ont donne sur 
sérum des colonies abondantes de bacille de Friedlender et de rares colo- 
nies de cocci; a l’examen direct : leptothrix nombreux. 


*» 
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OpsERVATION III. — Jeune homme de 29 ans, vu par nous le 7 juin : 
aucun symptome général ou fonctionnel. La gorge, examinée par hasard, 
montre quelques points blancs identiques a ceux décrils dans ]’observation I, 
sur les amygdales et les piliers postérieurss A l’examen bactériologique : 
nombreuses colonies de bacille de Friedlander sur sérum et quelques 
colonies de pneumocoque, non virulent pour la souris blanche. 

OxssERvaTION IV. — Femme de 35 ans, vue par le Dt Gargam et lunade 
nous. L’affection a débuté par une éruption d’aphtes le 7 juillet. On constate 
encore, 4 l’examen pratiqué alors, de petites ulcérations de la langue et de 
la face interne des joues. Les amygdales sont grosses, couvertes de points” 
blanc nacré, trés adhérents, & bords nets, s’enfoncant dans les cryptes 
amygdaliennes, faciles 4 désagréger dans leurs parties superficielles. 

Il existe des points semblables sur le pilier gauche et sur la paroi posté- 
rieure du pharynx. Pas de phénoménes généraux, sauf au début, au moment 
de la poussée aphteuse. 

Le 20 juillet, jour ot nous la voyons, l'état de la gorge est stationnaire. 
A Vexamen bactériologique, colonies abondantes de bacille de Fried- 
lender et rares colonies de cocci, sur sérum, leptothrix nombreux sur les 
frottis. 

OxsseRvATION V. — Jeune fille de 16 ans, du service du Dr Ballay (hospice 
général), examinée par nous le 15 mars 1896. Elle a présenté, il y a45 jours, 
une céphalalgie légére avec insomnie et courbature. Actuellement i] n’existe 
pas de phénoménes généraux. La gorge est examinée par hasard. Les 
amygdales sont hypertrophiées, les cryptes profondes sont couvertes de 
fausses membranes aidhérentes. Le 19 mars survient un érytheme généra- 
lisé, formé de plaques non saillantes, prédominant aux membres, épargnant 
la face et les mains. L’érythéme eut une durée de 10 jours, l’état de la 
gorge resta stationnaire. Le 40*avril il n’y avait aucun changement local. 
L’enfant revue en septembre était guérie de son angine. 

L’examen bactériologique fait en mars montra la présence sur ‘sérum de 
colonies nombreuses de bacille de Friedlander et de rares colonies de 
cocci. 

Au mois de septembre l’ensemencement donna un résultat négatif. 

OxsErvaATION V bis. — (Max Stooss, loco cit.) Femme de 30 ans, vue le 
7 féevrier 1893, pour une affection fhomyaeed datant de 8 jours. Pas de 

signes généraux. Dépot blanc jaunatre sur l’amygdale droite, s’étendant 
un peu sur le pilier correspondant, plaque de moindre importance sur 
VPamygdale gauche. 

L’angine guérit en 3 jours. 

L’examen bactériologique direct montra la ee de bacille de 
Friedlander, de cocci et de leptothrix. 

Les ensemencements fails sur gélose donnérent lieu au développement de 
colonies nombreuses de bacille de Friedlander, de quelques colonies de 
cocci, et de rares colonies de streptocoques. La culture du bacille de 
Friedjender, inoculée a une souris, amena’sa mort en 3jours-avec abcés au 
point dinoculation, hypertrophie de la rate et présence du microbe dans 
tous les organes. 
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20 Angine a bacille diphtérique et bacille de Friedlander associés. 


OxssErvaTion VI. — Jeune femme, 22 ans, sujette aux angines dans 
Venfance et ayant de grosses amygdales. Le 16 novembre 1896 au soir, 
frissons et malaise général peu intense. 

Le lendemain mal de gorge léger; apparition dun) point blanc sur 
Yamygdale gauche. Ls 18 au matin la ees est extrémement cedématiée, 
mais sans fausses membranes, les deux amygdales présentent des points 
blancs non confluents qui paraissent d’épaisseur trés faible et sans grande 
adhérence aux parties profondes, la température n’atteint pas 380. L’ense- 
mencement sur sérum coagulé fait la veille ayant donné des colonies de 
bacille diphtérique et de bacille de Friedlander, 20 c. c. sont inoculés. Le 
soir la température est a 38,4, le pouls a 112; il n’y a point @albumine, 
la douleur a la déglutition est vive. 

Le 19, la luette est envahie par deux plaques planer occupant les 
bords et se réunissant au sommet de l’organe; les fausses membranes ont 
plutot diminué un peu sur l'amygdale gauche, elles sont plus confluentes a 
droite. Partout elles sont adhérentes, et la muqueuse saigne au moindre 
attouchement : la température ne dépasse pas 379,5, le pouls 90. Le 20, 
diminution de Vcedéme de la luette, état stationnaire des fausses mem- 
branes, le mal de gorge est moindre, pas de phénoménes généraux. , 

Les jours suivants l'état local fut stationnaire, les fausses membranes 
diminuérent peu a peu d’étendue, abandonnant successivement l’amygdale 
gauche, la droite et la luette; la douleur de gorge s’atténua, il n’y eut aucun 
symptome général. Durant toute la durée de l’angine, il y eut conservation 
de appétit. Le 24 novembre seulement les fausses membranes disparurent. 

Apres la guérison de l’angine, le bacille diphtérique et le bacille de 
Friedlander persistérent dans la gorge jusqu’au 7 décembre; a cette date les 
ensemencements sur sérum coagulé ne donnérent plus lieu au développement 
de colonies de ces deux microbes. 


Rouen, décembre 1896. 


NOTE SUR UN ECHANTILEON DE BACILCE DE FRIEDLANDER 
ISOLE DE LA VASE DE LA SEINE 


Par MM. C, NICOLLE sr A. HEBERT. 


Le hasardnousa fait rencontrer dans un échantillon de vase 
de la Seine (Grand-Couronne) une variété de bacille de Fried- 
lander qu'il est peut-étre intéressant de rapprocher des spéci- 
mens isolés par nous des angines, et de ceux étudiés par 
M. Grimbert. 

Au point de vue morphologique, ce microbe est identique 
aux, variétés précédemment décrites; cependant il est un peu 
moins polymorphe et ne présente point de formes filamenteuses. 

En bouillon, gélatine, gélose, sérum coagulé, caracteres 
ordinaires. Sur pomme de terre, développement abondant et 
dégagement de bulles de gaz; sur carotte, développement faible 
sans fermentation. Le lait cultive bien. la coagulation com- 
mence au 8° jour. Pas d’indol. 

En 24 heures, dans le milieu de M. Grimbert, la fermentation 
des sucres suivants est déja trés active : glucose, arabinose, 
galactose, maltose, mannite, raffinose, saccharose, lactose et 
glycérine; la dextrine fermente un peu plus tardivement. 

La dulcite et l’érythrite ne sont point attaquées. 

Cet échantillon rentre donc, au point de vue des fermenta- 
lions, dans la seconde classe de M. Grimbert, il se rapproche 
par ces caractéres des cing premiers échantillons isolés par nous 
des angines. Il's’en distingue parce qu'il est inoffensif pour la 
souris adulte; 2 c. c. d’une culture de 24 heures en bouillon 
inoculés sous la peau ne lui donnent point le moindre malaise. 
Par contre, une souris de quelques jours inoculée, est morte en 
48 heures avec les lésions classiques (abcés local et générali- 
sation du microbe). 

Rouen, décembre 1896. 


SUR LA PESTE BUBONIQUE 


(SERO-THERAPIE) 


*Par ce Dt A, YERSIN 


Médecin de premiére classe des colonies, Directeur de l'Institut Pasteur de Nha-Trang (Annam), 


La peste bubonique a disparu de l'Europe, mais elle sévit 
encore dans certains pays de l’Asie, notamment en Chine, ot 
depuis l’année"1871 elle s’est installée dans le Yunam. Chaque 
année, du mois de mars au mois de juillet, elle fait de nombreuses 
victimes dans cette province. L’épidémie est annoncée par une 
maladie des rats qui sortent par bandes, courent affolés dans 
les maisons et meurent en grand nombre. Apres les rats les ani- 
maux domestiques sont atteints, puis les hommes '. En 1882, la 
peste se montra a Pakhoi, mais elle restait inconnue a Canton. 
Elle y apparut pour la premiere fois en mars 1894. Sans doute, 
elle venait de Pakhoi d’ou elle n’avait jamais complétement dis- 
paru. Des familles de Canton émigrées 4 Hong-Kong apporteérent 
la maladie. 

C’est pendant l’épidémie de Hong-Kong que j’entrepris, sur 
la peste, des recherches bactériologiques dont les résultats ont 
été publiés dans ces Annales en septembre 1894 *. Rappelons-les 
brievement: chez les malades de la peste, on trouve constam- 
ment un microbe spécifique, tres abondant dans les bubons., 
Dans les cas graves, il passe dans le sang, et a l’autopsie on le 
rencontre dans les ganglions Shines dans le foie et dans 
la rate. Ce microbe, qu’il est facile de mettre en évidence en 
colorant la pulpe du bubon par les couleurs basiques d’aniline, 
apparait, au microscope, sous la forme d’un bacille court 4 bouts 
arrondis, se teignant plus fortement aux extrémités. C'est un 
cocco-bacille qui se décolore par le procédé de Gram. II cultive 

4. Relation de M. Rocher, rapportée par le D? Louis Pichon. Un voyage au 


Yunam. Paris 41893. 
2. Comptes rendus Acad. des Sc., juillet 1894. 
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facilement sur la gélose et dans le bouillon alcalin, ou il se dis- 
pose en chapelets de courts bacilles. 

Le microbe existe non seulement chez l’homme atteint de 
peste, mais aussi chez les rats qui meurent en si grand nombre 
au début de I’épidémie. Souvent, ces animaux pestiférés 
présentent de gros ganglions, véritables bubons remplis de 
bacilles spécifiques. Avec les cultures pures, provenant de peste 
humaine, il est facile de reproduire la maladie sur le rat et sur 
la souris en les inoculant au moyen d’une piqtre. L’animal 
infecté meurt en 40-60 heures; les ganglions de la région 
inoculée sont trés augmentés de volume et entourés d’un tissu 
cedématié; ceux des autres régions sont tuméfiés et renferment 
des bacilles en abondance, ainsi que la rate et le foie. Un rat 
prend encore la maladie si on lui fait ingérer une culture du 
bacille de la peste, il peut alors contaminer d’autres rats sains 
placés dans la méme cage. Voici qu’en partant d’une culture 
pure, nous faisons naitre une épidémie qui ne différe des épidé- 
mies spontanées que parce quelle reste limitée 4 une cage au 
lieu de s’étendre a toute une cité. 

Au.moment des épidémies de peste, et méme apres que la 
maladie a disparu, on trouve, dans le sol des localités infectées, 
un microbe exactement semblable 4 celui de la peste, mais 
moins virulent que celui retiré des bubons. 

Ce microbe se conserve dans la terre, et on congoil que les 
rats puissent se contaminer si les circonstances sont favorables. 
C'est ainsi que se réveillent les épidémies. Avec une prescience 
surprenante, M. Pasteur, dans son célebre mémoire sur l’atté- 
nuation des virus et leur retour a la virulence, écrivait a propos 
de l’apparition spontanée de la peste & Benghazi en 1856 et en 
1858 : « Supposons, guidés comme nous le sommes par tous les 
fails que nous connaissons aujourd’hui, que la peste, maladie 
virulente propre a certains pays, ait des germes de longue durée. 
Dans lous ces pays, son virus atténué doit exister, prét &reprendre 


sa forme active quand des conditions de climat, de famine, de 


mistre s’y montrent de nouveau '. » 


L’expérience a confirmé entitrement les idées de M. Pasteur. 


Cette étiologie nous explique pourquoi la peste sévit avec 
tant d’intensité dans les pays comme la Chine, ow les familles 


4. Pasrgur, CHAmMBeRLAND ef Roux, Académie des Sciences. Févr. 1881. 
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-Vivent entassées, sur un sol souillé de détritus de toute sorte, 


visité par les rats‘. La peste, qui est d’abord une maladie du 
rat*, devient bientot une maladie de homme. II n’est pas dérai- 
sonnable de penser qu’une bonne mesure prophylactique contre 
la peste serait la destruction des rats. J’ai vu aussi a Hong-Kong 
que les mouches peuvent transporter le virus, et j’ai pu donner 
la peste a des cobayes, en leur injectant un peu d’eau stérilisée 
dans laquelle j’avais broyé des mouches trouvées mortes au 
laboratoire. 

L’homme prend la maladie comme les animaux, soit par des 
plaies de la peau, soit par le tube digestif. Le bacille de la peste 
a été signalé dans les déjections, et d’ailleurs les symptomes 
W@entérite ne sont pas rares chez les pestiférés. Parfois, les 
malades n’ont aucune glande apparente, mais 4 l’autopsie on 
découvre une tuméfaction des ganglions mésentériques qui 
constituent des bubons internes *. Tous ces détails sont impor- 
tants 4 connaitre si on veut se rendre compte de la fagon dont 
la maladie se répand, et prendre les mesures propres a larréter. 

Apres avoir observé la peste & Hong-Kong en 1894, je rentrai 
a Paris pour faire, a l'Institut Pasteur, une étude plus détaillée 
du bacille, et surtout pour essayer d’immuniser des animaux. 
Sous la direction de M. Roux, MM. Calmette et Borrel avaient 
déja entrepris immunisation des lapins et des cobayes: le 
terrain était done préparé. 

L’injection d’une culture récente de peste (un quart de 
culture sur gélose) sous la peau d’un cheval provoque une tumé- 
faction considérable, accompagnée d'une fiévre violente pendant 


4, Dans son rapport sur l’épidémie de Canton en 1894, le D' Rennie, médecin 
des douanes chinoises, fait remarquer que parmi les Cantonais habitant des 
bateaux sur le fleuve, il n’y a pas eu de malades, si ce n’est ceux qui ont été 
apportés de la terre. Beaucoup de gens aisés ayant observe le fait ont quitté 
leurs maisons pour venir habiter dans les bateaux. 

2. Dans le méme rapport, le D* Rennie raconte que le seul gardien de la porte 
de V’Quest a°Canton fit ramasser 22,000 rats crevés qu’il enterra en dehors de la 
ville. 

3. Le Dt Wilm. de la Marine allemande, chargé de faire des recherches sur 
la peste de Hong-Kong, durant l’épidémie de 1895, a trouve le bacille de la peste 
dans les crachats de 41 pestiférés sur 12 examines qui présentaient des signes de 
bronchite. Deux fois ill’a rencontré dans l’enduit de la langue. Chez 45 malades 
qui avaient des symptomes dentérite, sans bubons apparents, le bacille | existait 
dans les selles. Le D? Wilm signale que, pendant le cours de ses. expériences, 
deux singes et quatre cochons d’Inde moururent de peste spontanée, sans avoir 
été inoculés expérimentalement. (Dt Wium, apport sur la peste. Hong-Kong, 
20 mai 1896.) 


84 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR. 


48 a 60 heures ; puis, le gonflement diminue et se précise pour 
aboutir & un abces. Afin d’éviter la suppuration, l’inoculation a 
été faite dans les veines, en prenant toutes les précaulions 
pour éviter les embolies. Déja, 4 a 6 heures apres | injection, la 
température atteint 40° et s’éléve parfois a 41° 5. Le cheval est 
abatiu, frissonnant. La fievre se maintient pendant plusieurs 
jours, elle baisse graduellement sans qu’on remarque aucune 
tuméfaction ganglionnaire. Les injections sont répétées avec des 
doses plus fortes, mais a intervalles assez éloignés, afin que 
Vanimal se rétablisse complétement apres chacune d’elles. Sou- 
vent, en effet, il survient des gonflements articulaires, des 
synovites qui ne suppurent point, mais aménent des boiteries 
douloureuses. Pendant l’immunisation, les chevaux maigrissent 
beaucoup, et il faut bien se garder de trop précipiter les inocu- 
lations. Ils réagissent a chacune d’elJes, si la dose est assez forte 
mais la durée de la réaction devient de plus en plus courte. 

Le premier cheval, ainsi immunisé, fut saigné 3 semaines 
apres laderniére injection, et son sérum fut essayé sur des souris. 
Ces petits rongeurs meurent toujours lorsqu’on leur inocule le 
bacille virulent de la peste, et en faisant des passages de souris 
& souris on entretient un virus tres actif. Les souris qui 
recevaient 1/10 dec.c. du sérum de cheval immunisé ne de- 
venaient point malades quand, 12 heures aprés, elles étaient 
infectées avec de la peste. Ce sérum était donc préventif. Nous 
avions constaté, avant de commencer l’immunisation, que le 
sérum de notre cheval et aussi celui d’autres animaux neufs, 
lapins, cobayes, n’avait aucune action préventive. Pour guérir 
les souris, déja inoculées de la peste depuis 12 heures, il 
fallait employer un c. c. a un c. c. et demi de sérum. Les 
petits rongeurs traités avec ces doses guérissaient constam- 
ment, tandis que les témoins mouraient. Le sérum avait donc 
des propriétés curatives manifestes. Ces premieres expériences 
de séro-thérapie ont été publiées dans ces Annales en juillet 1895 *, 
elles étaient assez encourageantes pour ¢tre poursuivies, et elles 
faisaient espérer que la séro-thérapie pourrait étre appliquée a 
Vhomme pestiféré, 

Aussi, & mon retour en Indo-Chine, grace au concours de 


1. La peste bubonique, par MM. Yersin, Catmurre et Boren. 
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M. le Gouverneur général et du Ministére des Colonies", jins- 
tallai & Nha-Trang (Annam), a proximité des régions ow la peste 
sévit le plus, un laboratoire pour Ja préparation des virus, et des 
écuries pour loger les chevaux immunisés. Cette installation 
constitue !'Institut Pasteur de Nha-Trang. Elle était loin d’étre 
terminée lorsque la peste se réveilla 4 Hong-Kong en janvier 
1896. A cette époque, malgré que M. Pesas, vétérinaire militaire 
attaché a l'Institut de Nha-Trang, et moi, nous ayons fait toute 
la diligence possible, nous n‘avions aucun animal suffisamment 
immunisé. Je dus attendre jusqu’au 10 juin pour me rendre a 
Hong-Kong muni de quelques flacons de sérum fourni par une 
des juments de Nha-Trang. Cette petite quantité de sérum ne 
m’aurail pas permis d’entreprendre des expériences décisives, 
lorsque je recus de l'Institut Pasteur de Paris 80 flacons de 
sérum anti-pesteux provenant du cheval immunisé qu’on y en- 
tretenait. 

Le 20 juin, iln’y avait plus de peste 4 l’hépital de Kennedy- 
town : les 3 ou 4 décés survenant chaque jour 4 Hong-Kong 
avaient tous lieu dans des maisons chinoises ou assurément, 
mon sérum et moi aurions été mal accueillis. Je me rendis a 
Canton : lépidémie y était a sa fin; d’ailleurs, malgré Vappui 
empressé du consul de France, M. Flayelle, il paraissait bien 
difficile d’essayer le sérum sur quelque Chinois pestiféré, car la 
population de Canton passe pour la plus turbulente de la Chine 
et la plus hostile aux étrangers. Un hasard heureux me fit ren- 
contrer le malade cherché et dans des conditions inespérées 
pour une tentative thérapeutique. Au cours d’une visite que je 
lui faisais, Mgr Chausse, évéque de la Mission catholique, me 
demanda si je connaissais un reméde coutre la peste. 

— Nous en aurions bien besoin, ajouta-t-il, car un jeune 
Chinois de la mission est gravement atteint de cette maladie. 

— J’ai un reméde, répondis-je al’évéque, je le crois excel- 
lent, mais je ne l’ai jamais essayé sur un malade. 

Mgr Chausse, qui considérait le jeune Chinois comme 
perdu, me conduisit prés de lui et me donna toute facilité d’ex- 
périmenter le sérum, prenant sur Jui toutes les responsabilités 


4. Je dois ici mes remerciements particuliers a M. le Dr Treille, inspecteur 


_ général du Service de santé des Colonies, pour Vappui qu’il n’a cessé de me 


donner. 
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si la tentative ne réussissait pas. Voici l’observation de ce premier 
cas de peste traité par le sérum : i 

Tsé, jeune Chinois de 18 ans, éléve du séminaire et y remplis- 
sant les fonctions d’infirmier, était mal’ l’aise depuis quelques 
jours (faligue, maux de téte), lorsque le 26 juin, 4 10 heures du 
matin, il se plaint d’une vive douleur a laine droite; & midi, la 
fievre se déclare subitement elle malade doit s’aliter. Mgr Chausse 
me conduil prés delui 43 heures de l’aprés-midi. Le jeune Chinois 
est somnolent, il ne peut se tenir debout sans vertige, il éprouve 
une lassitude extréme, la fievre est forte, la langue chargée. 
Dans Vaine droite existe un empatement tres douloureux au tou- 
cher. Nous avons bien devant nous un cas de peste confirmé, et la 
violence des premiers symptomes peut le faire classer parmi les 
cas graves. 

A 5 heures (6 heures apres le début dela maladie), je pratique 
une injection de 10 c. c. de sérum. A ce moment, le malade a 
des vomissements et du délire, signes tres alarmants et qui 
montrent la marche rapide de Vinfection. A 6 heures et & 
9 heures du soir, nouvelles injections de 10 c. c. chacune. De 
9 heures & minuit, aucun changement dans |’état du malade qui 
reste somnolent, s‘agiteet se plaint souvent. La fiévre est toujours 
trés forte et il y a.un peu de diarrhée. A partir de minuit, le 
malade devient plus calme, et, 46 heures du matin, au moment 
ou le Pere directeur vient prendre des nouvelles du pestiféré, 
celui-ci se réveille et dit qu’il se sent guéri. La fiévre, en effet, 
est complétement tombée, la lassitude et les autres symptémes 
graves ont disparu; la région de l’aine n’est plus douloureuse au 
toucher et l’empatement presque effacé. La guérison est si rapide 
que si plusieurs personnes autorisées n’avaient, comme moi, vu 
le patient la veille, j’en arriverais presque A douter d’avoir traité 
un vérilable cas de peste. 

On comprendra que cette nuit 'passée pres de mon premier 
pestiféré ait été pour moi pleine d’anxiété. Mais, au matin, 
lorsque avec le jour parut le succes, tout fut oublié, méme la 
fatigue. 

30 c¢. c. de sérum avaient suffi a guérir, avec une rapidité 
surprenante, un cas de peste grave. Cependant, ce sérum n’était 
pas tres actif, il venait d’une jument de Nha-Trang, et il n’en 
fallait pas moins de un quinzidme & un vingtieme dec. c. pour 
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préserver une souris de 20 grammes contre une dose de culture 
mortelle en 24-364; si bien que je fus surpris, tout le premier, 
d’un succes si facile. A tout prix je devais me procurer d’autres 
pestiférés. 

Je restai encore deux jours 4 Canton, pour suivre mon 
malade : la convalescence s’affirmait, les forces revenaient avec 
Pappétit et je pus partir pleinement rassuré, en laissant au 
Consulat.de France une seringue et quelques flacons de sérum, 
pour le cas ot de nouveaux malades seraient observés au Sémi- 
naire. Ce sérum ne tarda pas a étre employé, et je citerai textuel- 
lement ce que Mgr Chausse écrivait a M. Flayelle: 

« M. Yersin est un médecin prévoyant. En guérissant 
le jeune séminariste, il a montré la valeur de son remede; en 
nous laissant une seringue et quelques flacons de sérum, il nous 
aépargné beaucoup d’ennuis. Deux nouveaux cas se sont décla- 
rés dans la méme maison; l’un, dimanche, l’autre hier lundi. On 
ainjecté la liqueur et aujourd’hui les deux éléves sont sur pied, les 
bubons ne sont plus douloureux, la fievre est 4 peu prés tombée. » 

Le 1% juillet, je me dirigeai sur Amoy ou, d’aprés les 
journaux, la peste faisaitencore de nombreuses victimes. Amoy 
est une ville de deux cents a trois cent mille habitants, dont le 
port est fréquenté par de nombreux vapeurs venant surtout de 
de Singapoore, de Manille, de Shanghai el de Hong-Kong. La 
peste a été importée de cette derniére ville, l’année derniére, et 
depuis lors elle a régné & Amoy presque sans interruption, avec 
une accalmie pendant les mois d’hiver ot: les cas étaient rares. 
La population européenne (Anglais, Allemands, Américains ) 
habite dans une ile rocailleuse séparée de la ville chinoise par 
la rade, elle a été épargnée. Dans la ville chinoise existe un 
h6pital créé par le concours philantropique des Européens et des 
Chinois. d’ Amoy. Un médecin anglais visite souvent cet ¢tablis- 
sement, qui est d’ailleurs dirigé et servi par des médecins chinois. 
C’est dans un pavillon abandonné de cet hépital que je pus 
m’installer afin d’étre plus a la portée des patients. La popula- 
tion d’Amoy est beaucoup moins hostile aux Kuropéens que 
celle de Canton, et ne refuse pas les soins des médecins étrangers 
si mal vus des Cantonais. C’est ce qui explique gu’en dix jours 
j'ai soigné 23 cas de peste. Presque tous ces pestiférés ont été 
traités dans des maisons chinoises. Du matin au soir, on venait 
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me chercher pour voir de nouveaux malades, et on arrétait ma 
chaise a porteurs, dans la rue, pour me faire entrer dans quelque 
maison dont un habitant venait d’étre atteint par le mal. 

De ces pestiférés, traités par la séro-thérapie, deux sont 
morts et vingt et un ont guéri. Les deux qui ont succombé 
étaient arrivés au 5° jour de la maladie quand le traitement 
a été entrepris; l’un est mort 5 heures et l'autre 24 heures apres 
la premiére injection de sérum. : 

Voici le résumé des résultats obtenus a Amoy. 

6 pestiférés étaient au premier jour de la maladie; la guéri- 
sona été obtenue chez tous en 12 4 24 heures, sans suppuration 
du bubon, par l’injection de 20c. c. a 30c. c. de sérum. 

6 étaient au deuxiéme jour. La guérison a été plus lente et 
pour l’obtenir j’ai diinjecter de 30 4 50c. c. de sérum: elle était 
compléte en 3 a 4 jours, sans suppuration du bubon. 

4 étaient au 3° jour; la fievre a persisté 1 & 2 jours aprés le 
début des injections; la guérison a été plus lente et les bubons 
ont suppuré dans deux cas (sérum injecté de 40 c. c. 4 60 c. ¢.). 

3 étaient au 4° jour; ils ont guéri en 5 a 6 jours, un seul 
bubon a suppuré (sérum injecté de 20 c. c. 250 c¢. c.). 

4 étaient au 5° jour; deux sont morts dont Vétat était 
désespéré au moment du traitement, les deux aulres ont guéri 
(sérum injecté de 60 c. c. a 90. ¢.). 

Ces 23 maiades comprenaient : 6 jeunes garcons, 3 jeunes 
files, 8 hommes, 4 femmes, ! vieillard homme, 4 vieillard 
femme. 

Jusqu’a présent, 26 pestiférés ont été traités par le sérum 
(3 aCanton, 23a Amoy); ils ont fourni deux morts, soit une mor- 
talité de 7,6 0/0. 

Vingt-six cas, c’est peu assurément pour établir qu’un reméde 
est spécifique et efficace : j’en conviens facilement et je suis le 
premier & déclarer qwil faut de nouvelles expériences. Mais, si 
on considére que la peste est la plus meurtriére des maladies 
humaines, on conviendra que nos 26 observations prennent 
une valeur singuliére. Tous ceux qui ont observé la peste 
estiment que la mortalité qu’elle cause n’est pas inférieure & 
80 0/0, et comme de plus les patients que j’ai traités offraient 
pour la plupart des sympltomes alarmants, il n’est guere a craindre 
que les résultats obtenus soient démentis dans Ja suite. 
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En général, la peste n'est pas une maladie qui dure; la mort 
survient souvent en 3a 4 jours: il faut done se hater d’intervenir. 
Elle est d’autant plus facile a guérir que le sérum est injecté 
plus t6t. On est vraiment étonné de voir se dissiper, en quelques 
heures, les symptémes les plus alarmants, lorsque le sérum est 
donné dans les deux premiers jours de la maladie. Les bubons 
se résolvent pour ainsi dire & vue d’eil. Si l’intervention est 
plus tardive, il faut davantage de sérum et on ne parvient pas 
toujours a éviter la suppuration des bubons, mais celle-ci, au 
lieu de se prolonger, comme dans le cas ou la peste guérit spon- 
tanément, se tarit en quelques jours. Une preuve de l’efficacité 
du sérum, c’est le rétablissement complet et rapide des personnes 
trailées, tandis que, d’ordinaire, la convalescence est longue et 
pénible méme pour les patients alteints de peste bénigne. Le 
sérum est impuissant lorsque la maladie est trop avancée. Dés que 
le pouls et la respiration deviennent irréguliers, que le cceur 
s’affaiblit, l’empoisonnement est trop avancé et le sérum ne peut 
rien. 

Le sérum employé a Amoy m/’avait été envoyé de I'Ins- 
titut Pasteur de Paris, ii était préventif a la dose de 1/10 de 
c. ¢., pour une souris de 20 grammes. II avait été expédié 
d’abord a Nha-Trang, d’ou je l’avais transporté 4 Hong-Kong, 
puis 4 Canton, puis & Amoy. Malgré tous ces voyages pendant 
Ja saison chaude, il avait conservé ses propriétés curatives. C’est 
la un fait intéressant, qui démontre que le sérum anti-pesteux 
pourra étre expédié au loin. 

Il va sans dire que les sérums quinous ontservi étaient bien 
loin de posséder toute l’activité qu’on peut obtenir. Ils étaient 
méme trés faibles, si on les compare aux sérums anti-diphtérique 
et anti-tétanique : il faut done s’efforcer d’en préparer de beau- 
coup plus actifs qui agiront mieux encore et a plus faible dose. 
D’ailleurs, dans bien des cas, j'ai donné plus de sérum qu’il 
n’élait nécessaire, et j’ai pratiqué des injections 4 des convales- 
cents dans le seul but de précipiter une guérison déja assurée. 

Les patients se sont plaints, quelquefois, de douleurs assez 
vives au point d’injection, mais celles-ci se dissipaient prompte- 
ment, et aucun accident de quelque importance ne peut étre altri- 
bué au sérum. 

Le diagnostic bactériologique n’a pas été fait dans tous les 
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cas traités. Je n’avais pas le Joisir d’ensemencer des tubes de 
eélose et de regarder au microscope; cependant, j’ai constaté le 
bacille spécifique dans plusieurs bubons. 

La peste est une maladie assez facile & reconnaitre, pour que 
cette omission enléve beaucoup de leur valeur aux observations 
gue j’ai rapportées. 

Le sérum anti-pesteux a-t-il des propriétés anti-toxiques, ou 
est-il seulement efficace contre le microbe? La réponse a cette 
question suppose la connaissance de la toxine de la peste. Celle- 
ci existe, j’ai pu laretirer des cultures, etje me propose d’en faire 
plus tard étude; mais, actuellement, la peste est trop menacante 
pour songer a autre chose qu’a préparer du sérum, sans pénétrer 
le mécanisme de son action. 

Jusqu'ici, le sérum anti-pesteux n’a été employé que dans le 
cas de maladie confirmée. D’aprés ce quia été observé chez les 
animaux, il doit étre plus efficace encore pour prévenir la peste 
que pour la guérir. If] est donc tout indiqué, lorsqu’un cas de peste 
a éclaté dans une maison, d'injecter préventivement du sérum 
a toutes les personnes exposées a la contagion. Je pense que 
c’est la mesure ia plus efficace contre la diffusion de la maladie.’ 
Combien de temps durerait ’immunité ainsi conférée? Des expé- 
riences en train surles animaux |’établiront. Mais je me promets 
bien d'essayer ces injections préventives lorsque je serai muni 
d’une assez grande quantité de sérum pour entreprendre une 
nouvelle campagne. 


APPENDICE 


Je donne ici un court résumé des vingt-trois cas de peste traités 4 Amoy. 

Cas no 1. — Ho, 21 ans, pris le 7 juillet 4 midi. Accablement, fiévre, 
vertiges. Petit bubon trés douloureux a la région crurale droite. — A sept 
heures du soir, injection de 20c. c. sérum de Nha-Trang et 20 c. c. sérum de 
Paris. 

8 juillet. — 8h. du matin : fiévre disparue, bubon presque dissipé, plus 
du tout douloureux. Les piqdres de sérum font encore mal. 


9 juillet. — Plus de trace du bubon, le malade mange ayec appetit et 
reprend rapidement ses forces. 
Cas No 11. — Chinois agé de 32 ans, malade depuis 2 jours, gros bubon 


crural 4 droite, trés douloureux au toucher, fiévre, pouls : 120 la minute. 
Accablement, somnolence. A3 h. 30, le 6 juillet, injection de 60 ¢. c. sérum 
de Paris. 
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7 juillet. — 6 heures du matin. La nuit a été bonne, peau moite, pouls 
94. Bubon bien limité, encore douloureux. Injection de 40 c. c. de sérum. 

8 juillet. — Le malade va de mieux en mieux. Plus de fiévre, plus d’ac- 
cablement. Le bubon est encore douloureux et contient du pus. 

Cas NO mt. — Sin Quah, garcon de 10 ans, malade depuis 3 jours. Bubon 
crural gauche, dovloureux, forte fiévre. 

8 juillet. —A9 heures du soir injection de 20 c. c. sérum de Paris. 

9 juillet. — Grande amélioration, plus de fiévre, plus de céphalalgie, le 
bubon nest plus douloureux, l'enfant est gai et éveillé. Ses parents lui 
donnent beaucoup 4 manger. A dix heures la fiévre reprend assez forte. In- 
jection de 0 c. c. sérum. A trois heures du soir, langue saburrale, gar- 
gouillements dans le ventre qui est douloureux. Je pense & une fiévre 
typhoide. Je fais prendre de l’huile de ricin. 

10 juillet. — Fiévre continue, le ventre est douloureux, gargouillements. 
A 2 heures du soir, injection de 20 c.c. desérum Nha-Trang. Le bubon n’est 
plus douloureux et a beaucoup diminué. 

41 juillet. — La maladie ressemble de plus en plus a une fiévre typhoide; 
prise de naphtol et de magnésie. 

12 juillet. — Bubon totalement disparu. La fiévre typhoide suitsa marche 
normale. 


Cas No Iv. — Femme chinoise, 54 ans, est malade depuis 3 jours. 
8 juillet. — Gros bubon crural gauche, fiévre, abattement. Injection. A. 
2 heures du soir de 40 c.c. sérum de Paris. 
10 juillet. — Plus de fiévre, bubon limité, moins douloureux. 
11 juillet. — Bubon trés réduit. Etat général satisfaisant. 
42 juillet. — Bubon disparu. Bon état général. 
Cas No v. —Femme chinoise agée de 35 ans, malade depuis 2 jours. 
' 8 juillet. — Forte fiévre, abattement, céphalalgie, bubon crural droit a 


10 heures du matin, injection 40 c. c. sérum de Paris; 6 heures du soir, 
mieux notable, fiévre tombée, moins de faiblesse; bubon moins douloureux. 

10 juillet. — Ni fiévre, ni abattement, bubon presque disparu, encore un 
peu de faiblesse, sans quoi la guérison serait complete. 

Cas no vi. — Yong, femme chinoise, 45 ans, malade depuis 2 jours. 

8 juillet. — Bubon axillaire gauche trés douloureux, forte fiévre, pouls 130, 
vomissements, accablement. A 8 heures du soir, injection 40 c. c. sérum de 
Paris. 

9 juillet. —6 heures du matin, fiévre diminuée, pouls, 96; plus de cépha- 
lalgie, bubon encore douloureux. Injection de 60 c. c.sérum de Paris. 


10 juillet. — Fiévre disparue ainsi que l’abattement. Bubon bien limite, 
douloureux encore, va suppurer. 

12 juillet. — Petit acces de fievre. Injection de 35 c. c. de sérum. A guéri. 

Cas No vu. — Koun, garcon chinois, agé de 10 ans, malade depuis un jour. 

8 juillet. — Bubon crural gauche, trés douloureux, forte fievre. A 
10 heures du soir, injection de 30 c. c. sérum de Paris. 

9 juillet. — Bubon moins douloureux, fiévre encore forte, céphalalgie, 


pouls 130, téte bralante, yeux injectés. A 10 heures du matin, injection de 
20c. c. desérum Paris. 
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10 juillet. — Plus de fiévre, plus de bubon, guérison complete, encore 
un peu de faiblesse. 

Cas no vir. — Théou, garcon chinois de 18 ans, malade depuis un jour. 

S juillet. — Forte fiévre, bubon crural gauche, trés douloureux. AAO heures 
du soir, injection de 30 c. c. de sérum de Paris, 

9 juillet. — Plus de fiévre, bubon diminué, moins douloureux. 

10 juillet. — Guérison complete. 

Cas no 1x. — Chinois de 19 ans, malade depuis 4 jours. 

6 juillet. — 10 heures du soir, bubon crural gauche trés douloureux, 
fievre intense, pouls 160, délire, vomissements. Le malade est moribond. 
Injection de 60 c. c. sérum de Nha-Traug. Mort & 2 heures du matin. 

Cas No x. — Tihi-Chin, Chinois de 18 ans, arrivé au 5¢ jour de la maladie, 

8 juillet. — Gros bubon crural droit trés douloureux, fiévre intense, 
pouls 150, faible intermittent, état général trés mauvais. Injection de 40 c. c. 
sérum de Paris. 

9 juillet. — 7 heures du matin. Pas d’amélioration, intoxication pro- 
fonde, injection de 50 c. c. de sérum de Paris. 8 heures du soir. Etat déses- 
péré, délire, 180 pulsations, je renonce a continuer le traitement. Mort 
dans la nuit. 

Cas no xt. — Lia-Diou, fillette de 15 ans, malade depuis 3 jours, l'état 
s’est beaucoup aggravé depuis hier, 

9 juillet. — Bubon crural gauche. Fiéyre, hébétude, langue saburrale, 
mal de téte. Injection de 20 c.c. sérum de Paris 4 8 heures du soir. 

10 juillet. — Plus de fiévre. Bubon presque disparu, non douloureux. 

Cas No xu. — Thii, garcon de 13 ans. Malade d’aujourd’hui, 

10 juillet. — Bubon crural gauche, fiévre intense, mal de téte. Injection, 
a 4 heures du soir, de 20 c. c. de sérum de Paris. 

14 juillet. — Le bubon a disparu. Plus de fiévre. 

Casno xu. — Tchiou, jeune homme de {7 ans, malade depuis 4 jours. 

10 juillet. — Fievre intense, langue saburrale, prostration, diarrhée. Pas 
de bubon visible. A 6 heures du soir, injection de 50 c. c. de sérum de Paris. 

11 juillet. — La langue est moins chargée, la fiévre est tombée, l’accable- 
ment moindre. 

12 juillet. — Injection de 20 c. ce. sérum de Paris, pour achever de dis- 
siper la fiévre. 

13 juillet. — Amélioration si grande que le malade peut étre considéré 
comme guéri. 

Cas No xiv. — Leng, Chinois de 26 ans, en traitement a l’hépital pour un 
abcés dans le dos, il y contracté la peste. 

10 juillet. — Bubon crural droit tres douloureux, forte fiévre, lassitude. 
Injection de 40c. c.desérum de Paris. 6 heures du soir, grande amélioration. 

11 juillet. — Bubon et fiévre ont disparu. 

Cas N° xv. — Pou, fillette de 145 ans. Malade depuis le 44 juillet. 

12 juillet. — Klat comateux, insensibilité, yeux larmoyants, forte fiévre, 
pouls 140. Bubon crural a gauche, volumineux; a 10 heures du matin, 
injection de 50 c. c. sérum de Paris; 6 heures du soir, moins de torpeur, 
pouls 136, injection de 15 c. c. sérum de Paris. 


€ 


SUR LA PESTE BUBONIQUE. 93 


13 juillet. — 8 heures du matin. Grande amélioration, la malade a toute 
sa connaissance, fiévre encore forte, pouls 130. Bubon méins douloureux et 
moins volumineux. 

14 juillet. — Le mieux s’accentue, et la jeune fille guérit complétement. 

Cas No xvi. — Deéou, femme de 29 ans; malade depuis 2 jours. 

12 juillet. — Forte fiévre, vomissements, bubon crural droit, encore peu 
volumineux, il a apparu le 41 juillet. Lassitude extréme, toux. A 11 h. 30 
du matin, injection de 50 c. c. sérum de Paris. 

13 juillet. — Le bubon et la fiévre ont disparu. 

Cas NO xvi. — Eu, femme de 38 ans. Malade depuis hier. 

12 juillet. Fiévre, lassitude, bubon crural droit trés douloureux. A3 heures 
du soir, injection de 50c. c. de sérum de Paris. 

13 juillet. — Plus de fiévre. Bubon presque disparu. 

Cas NO xvi. — Pine, vieux Chinois de 72 ans, malade depuis le matin. 

12 juillet. — Fievre, bubon crural gauche trés douloureux. A 7 heures 
du soir, injection de 50 c. c. de sérum de Paris. 

13 juillet. — Plus de fiévre. Bubon presque disparu. 

Cas no xtx. — Si9uah, Chinois de 17 ans. Malade depuis hier, 

12 juillet. — Castres grave: fiévre intense, vomissements, état comateux. 
Bubon crural droit ; & 8h, 30 injection de 50 c. c. sérum de Paris, 

13 juillet. — 8 heures; amélioration trés notable. Le malade a repris 
toute sa connaissance; la fiévre-est encore forte, le pouls est a 130. Le 
bubon est diminué, mais encore douloureux. Injection de 40 c. c. de sérum 
de Paris. 

Des nouvelles qui m’ont été envoyées de ce malade annoncent qu’il a par- 
faitement guéri. 1 . 

CAs NO xx. — Disah, Chinois de 26 ans. Maljade depuis Je 14 juillet au soir. 


12 juillet. — Fiévre, céphalalgie, courbature, faiblesse, pas de bubon. 
A 41 heures du soir, injection de 35 c. c. de sérum de Paris. 

13 juillet. — Le malade se dit guéri, plus de fiévre ni de courbature. 

Cas NO xxi. — Pouinzo, Chinois de 28 ans. Malade depuis le (2 juillet 
au soir. 


13 juillet. —Fiévre intense ; bubon axillaire droit. A 9 heures du matin, 
injection de 30 c.c. de sérum de Paris. Guérison en 2 jours. 
Cas no xxi, -- Sien-di, Chinois de 20 ans. Malade depuis 3 jours. 


43 juillet. — Fiévre intense, bubon crural droit. Injection de 30 ¢. c. 
de sérum de Paris. A guéri avec suppuration du bubon. 

Cas No xxi. — Thou, garcon de 12 ans. Malade depuis le 42 juillet. 

13 juillet. — Forte fiévre. Bubon crural droit. A 9 heures du matin, 


injection de 20c. c. de sérum de Paris. Guérison compléte en 2 jours. 


J’avais épuisé ma provision de sérum, et pour échapper aux 
sollicitations des parents de malades pour lesquels je ne pouvais 
plus rien, je quittai Amoy, laissant quelques-uns de mes patients 
en convalescence; tous guérirent comme j’en fus informé plus 
tard. 


LETTRE DE M. LE D! DE CHRISTMAS = « 
4 Monsieur le Rédacteur en chef des ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


Dans le si intéressant travail de MM. Calmetteet Deléarde sur 


Vabrine et le venin des serpents, paru dernigrement dans les 


Annales, ces auteurs attribuent la découverte du principe actif 
du jéquirity 41MM. Kobert et Hiller (note, page 687). Ceci est une 
erreur. Cette substance si curieuse que nous avons nommée 
jéquiritine et que M. Ehrlich plus tard a baptisée abrine’, a été 
étudiée et isolée pour la premiere fois en 1883 par M. Salomonsen 
et moi, et notre travail (Die Aetiologie der Jequirity Ophthalmie, 


._Fortschritle der Medicin., février 1884) a paru justement dans le 


méme numéro du journal qu M. Neisser, aprés s’étre élevé 
contre la prétention de M. Sattler d’avoir découvert une nou- 
velle maladie infectieuse, rend compte des essais infructueux 
de différents auteurs (Hilger, (riesman) pour isoler une sub- 
stance active des graines de jéquirity. Indépendamment de nous 
et vers la méme épogue a paru une communication de 
MM. Bruylants et Veuneman (Bull. de l’Ac. de-méd. de Belgique, 
3° série, t. X VILL, p. 1) dans laquelle ces auteurs annoncent avoir 
isolé des graines une substance phlogogene, qui est sans doute 


identique a la notre. : 


Si je me permets de rappeler ces publications déja lointaines 
sur la jéquiriline, ce n’est pas seulement pour soulever une 
question de priorité de peu d’importance, mais parce que notre 
étude sur lélivlozie de Pophtalmie jéquiritique, ainsi qu’un 
autre travail puru la méme année?, tous les deux si compleéte- 
ment oubliés aujourd’hui, renferment quelques fails de nature 
& intéresser les savants que ces questions occupent. C’est 
ainsi que nous avons indiqué la maniére de se procurer la jéqui- 
ritine en état de pureté relative, en la précipitant par l’alcool des 
solutions aqueuses ou glycérineuses. Pour obtenir des solutions 
d’une grande stabilité, nous avons indiqué un procédé — lex- 

4. Deutsche med. Wochenschr., 1891, n° 32 et 44. 
2, Ueber Pseudoinfection bei Freesche, Fortschr. der Med., 188%. 
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trait glycérineux des graines broyées — permettant d’obtenir 
une solution facile 4 doser et inaltérable: Je possede des 
solutions glycérineuses qui, vieilles de deux ans, ne semblent 
rien avoir perdu de leur activité. Nous avions également altiré 
Yattention sur ce fait assez important et encore peu connu, 
que les solutions de jéquirity ne se laissaient pas filtrer sur la 
porcelaine, qui retient la totalité de la substance active, méme 
si on filtre de grandes quantités de liquide. J’ai voulu me rendre 
compte si les choses se passent encore aujourd’hui comme il y 
a quatorze ans, et voici le résultat non équivoque de l’expé- 
rience. 

Dix grammes de graines de jéquirily décortiquées et grossie- 
rement broyées sont infusés pendant une demi-heure avec 
200 grammes d’eau, et filtrés sur une petite bougie Chamberland 
neuve. Un centimétre cube du liquide filtré est injecté sous la 
peau d’une souris, et plusieurs gouttes sont instillées dans la 
conjonctive d’un lapin. Comme contréle, on injecte 1c. c. de 
Vinfusion non filtrée sous la peau d'une autre souris, et on 
applique une goutte non filtrée sur Ja conjonctive d'un lapin. 
24 heures apres, la souris de controle est trouvée morte: |’ail du 
lapin est le siege dune ophtalmie jéquiritique caractéristique, 
tandis que le liquide filtré n’a produit aucune trace de con- 
jonctivite et n’a en aucune fagon affecté la souris qui, malgré la 
forte dose recue, est encore en bonne santé. Dans notre seconde 
publication (Pseudo-infection chez la grenouille), nous avons décrit 
un curieux état de cachexie chez la grenouille intoxiquée par 
de petites doses de jéquirity, et dans lequel la résistance du 
batracien envers les invasions bactériennes est 4 un tel point 
diminuée, qu’il suffit de lui inoculer une quantité minime d’un 
microbe quelconque, non pathogéne, pour voir celui-ci se déve- 
lopper en masse dans le sang, lalymphe et les organes, simulant 
ainsi une véritable maladie infectieuse. 

Pour finir, je voudrais dire un mot surl’application du jéqui- 
rity 4 la thérapeutique humaine. MM. Calmette et Deléarde 
conseillent en cas de trachome l’application sur la conjonctive 
de Vinfusion de jéquirity, suivie d’une injection sous-cutanée de 
sérum antiabrique. Cette ingénieuse méthode, qui dans les labo- 
ratoires peut donner d’excellents résultats, ne sera peut-étre 
pas d’une application trés facile dans la pratique médicale. Je 
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conseillerai plutot de se servir de solutions glycérineuses, dont 
la toxicité est diminuée par un chauflage gradué. Il n’est en 
effet pas tout & fait exact, comme tous les auteurs le disent, 
quela toxicité de la jéquiritine est anéantie par un chauffage a 65°. 
Pour que cette température abolissele principe actif des graines, 
il faut la prolonger pendant 30a 40 minutes. Si le chauffage 
dure moins longtemps, la toxicité subit seulement une diminu- 
tion, et il est possible de chauffer un instant les solutions 
jusqu’a 90° avant de voir disparaitre complétement leur toxicité. 
A cette température, une goutte d’infusion injectée sous la peau 
d’une souris la tue encore, mais cette méme dose, instillée dans 
Ja conjonctive du lapin, ne produit plus qu'une légére conjonc-. 
tivite, qui guérit en quelques jours. En chauffant les solutions 
de 65° a 90°, on oblient donc une jéquiritine de plus en plus 
affaiblie et, chose importante, les solutions conservent leur degré 
de toxicité pendant des années. L’injection intraveineuse et 
graduée de ces solutions affaiblies constitue un excellent moyen 
pour l’immunisation des animaux de laboratoire, et ilserait facile, 
il me semble, de trouver pour l’application thérapeutique du 
jéquirity le degré d’affaiblissement juste nécessaire pour obtenir 
Veffet thérapeutique désiré tout en évitant les effets désastreux 
de panophtalmie, que les oculistes ont eu si souvent a enregis- 


trer en appliquant les infusions fraiches sur la conjonctive 
humaine. 
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